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(57) Abstract 

The invention concerns an apparatus and a method for measuring at least one optical characteristic, which can include in particular 
turbidity (T), absorbance (A) and fluorescence (F), of a medium (1), and a micro-bioreactor, a connector and associated male and female 
parts. The apparatus comprises a light source (3) provided with means for controlling (6) the intensity of the beam transmitted (1 1) by the 
source, a photodetector (4) for measuring the intensity of the beam reflected (12) by the medium, a feedback regulating system (7) operating 
on the control means such that the measured intensity of the reflected beam is equal to a predetermined nominal intensity, and means for 
reading the transmitted beam intensity, said intensity representing the medium optical character! stic(s). The apparatus also comprises means 
for adjusting the nominal intensity, such that the transmitted beam stabilised intensity is within a predetermined range. The invention is 
applicable to micro-bioreactors. 



(57) Abrege 

L' invention conceme un appareil et un proced£ de mesure d'au moins une propridte" optique, pouvant inclure notamment turbidite 
(T), absorbance (A) et fluorescence (F), d'un milieu (1), ainsi qu'un microfermenteur, un connecteur et des parties male et femelle assoctes. 
L' appareil comprend une source de lumiere (3) equipee de moyens de commande (6) de l'intensitd du faisceau emis (11) par la source, un 
photod6tecteur (4) destind a mesurer Tintensit6 du faisceau renvoy6 (12) par le milieu, un systeme de regulation par retroaction (7), agissant 
sur les moyens de commande de facon a ce que V intensity mesuree du faisceau renvoy6 soit 6gale a une intensity nominale pre-term inee, 
et des moyens de lecture de V intensity du faisceau 6mis, cette intensit6 £tant reprdsentative de la ou des proprteteXs) optique(s) du milieu. 
L'appareil comprend aussi des moyens d'ajustement de l'intensit6 nominale, de facon que Tintensit6 stabilises du faisceau emis soit incluse 
dans une plage determinee. Application a des microfermenteurs. 
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APPAREIL ET PROCEDE DE MESURE DE PROPRIETES OPTIQUES PAR CONTROLE RETROACTIF 

La presente invention est relative a un appareil et a un 
procede de mesure de proprietes optiques d'un milieu, ainsi 
qu'a un microfermenteur correspondant. Ces proprietes 
optiques peuvent inclure notamment la turbidite, I'absorbance 
5 et la fluorescence du milieu, a une ou plusieurs longueurs 
d'onde ou sur des domaines spectraux predetermines. 

Dans de nombreux laboratoires de biologie et 
egalement dans certaines industries, il est tres souvent 
necessaire de cultiver des rnicro-organismes en milieu liquide 

10 et de mesurer la concentration des cellules a differentes 
etapes de la culture. Cette quantification peut etre faite de 
maniere directe sur des echantillons, par comptage des 
cellules ou par mesure du poids sec. Quoique tres precises, 
ces methodes sont longues et fastidieuses et il est plus aise 

15 de faire une evaluation de la quantite de cellules de maniere 
indirecte, en mesurant par exemple la disparition de substrats 
ou I'apparition de composes intracellulars (NADH ....), ou 
extracellulaires (alcools, acides organiques ....). Cependant, 
les methodes les plus commodes et les plus utilisees pour 

20 evaluer les concentrations cellulaires de cultures reposent 
sur des proprietes optiques de ces dernieres. 

Quand la matiere est frappee par des radiations 
electromagnetiques, celles-ci interagissent avec les charges 
electroniques des atomes: une partie de ces rayonnements 

25 traverse la matiere sans changement de direction 
(rayonnement transmis) et Tautre est diffusee dans toutes les 
directions de Tespace, chaque particule eclairee se 
comportant alors comme une source lumineuse. La quantite 
de lumiere diffusee par les particules presentes dans le 

30 milieu liquide augmente avec le nombre et la taille de ces 
particules; de plus, dans le cas ou les particules sont des 
micro-organismes, il a ete montre que la diffusion de la 
lumiere ne se produit pas d'une maniere homogene dans 



toutes les directions de I'espace mais en majorite dans une 
direction proche de celle du faisceau incident. 

C'est en raison de ces phenomenes de diffusion que les 
cultures liquides de micro-organismes ont un aspect trouble, 
dont la densite augmente avec la concentration cellulaire. 
Les dispositifs qui permettent de quantifier ce trouble, ou 
turbidimetres, mesurent la turbidite de ces cultures. 

Parmi les turbidimetres existant, on distingue les 
appareils de mesure en discontinu, avec lesquels on mesure 
de maniere repetee la lumiere transmise et/ou reflechie par 
un milieu liquide, et les appareils de mesure en ligne, pour 
lesquels des sondes de mesure de turbidite sont introduites a 
I'interieur d'un milieu liquide et reliees a un systeme 
d'enregistrement. 

Les appareils de mesure en discontinu, tels que 
nephelometres, colorimetres, spectrophotometres et 
turbidimetres mixtes, ne permettent pas, pour la plupart 
d'entre eux, de mesurer des turbidites elevees. En effet, leur 
gamme de mesure ne s'etend habituellement pas au-dela de 
1000 NTU (Nephelometric Turbidity Units) et est le plus 
souvent beaucoup plus iimitee encore. II est done necessaire 
de diluer des echantillons, ce qui augmente les risques 
d'erreur et la quantite de travail a fournir pour un 
experimentateur. En outre, la prise d'echantillons elle-meme 
est tres contraignante, car elle necessite la presence d'un 
experimentateur a intervalles reguliers pendant toute la duree 
d'une culture. Certains turbidimetres mixtes ont ete con?us 
pour couvrir une plus large gamme de turbidite, mais il s'agit 
d'appareils couteux. 

Les turbidimetres en ligne, dont les gammes de mesure 
peuvent etre assez vastes, ont pour inconvenients de 
necessiter des volumes de culture important (1 litre environ) 
a cause de I'encombrement des sondes introduites a 
I'interieur des cultures, ce qui limite leur utilisation au sein de 
fermenteurs. De plus, les cultures en fermenteurs sont 
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generalement aerees et agitees, ce qui provoque de 
nombreuses bulles perturbant fortement les mesures de 
turbidite. Ces dispositifs sont aussi penalises par leur cout 
eleve. 

5 La demande internationale de brevet WO-92/1 3.482 

divulgue un appareil et une methode de mesure d'un 
parametre sanguin. L'appareil comprend une source de 
lumiere rouge et une source de lumiere infrarouge dirigeant 
de la lumiere vers un echantillon sanguin et un detecteur 

10 recevant la lumiere provenant des deux sources et renvoyee 
par le sang. Une boucle de retroaction optique est utilisee 
pour chacune des deux sources de maniere a ce que 
I'interisite de la lumiere regue par le detecteur soit 
approximativement constante pour une plage de valeur du 

15 parametre sanguin, ce qui permet une commande precise des 
sources de lumiere. Des courbes de reference permettent de 
deduire deux parametres sanguins des signaux de retroaction 
obtenus respectivement pour chacune des deux sources. 

Un inconvenient de cette technique est qu'elle est 

20 limitee notamment par les capacites d'emission des sources 
de lumiere et ne permet ainsi de couvrir qu'une plage 
restreinte de mesure avec une sensibilite suffisante. De plus, 
I'obtention de chaque resultat requiert un delai de 
stabilisation qui penalise la rapidite des mesures. Une 

25 analyse en serie d'un grand nombre d'echantillons ou des 
mesures sur des milieux heterogenes et/ou perturbes par une 
circulation de bulles de gaz s'avere ainsi tres difficile, ou 
meme exclue. Par ailleurs, des imprecisions risquent d f etre 
generees lors de Texploitation des signaux de retroaction, en 

30 raison de la derive de valeurs capacitives. 

Le brevet US-4.447.150 concerne un dispositif et une 
methode de mesure de proprietes et de parametres sanguins, 
utilises pour mesurer le niveau de saturation d'oxygene 
sanguin. L'appareil divulgue comporte deux sources de 

35 lumiere emettant respectivement a deux longueurs d'onde 
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distinctes et un detecteur mesurant la lumiere provenant de 
deux sources et renvoyee par du sang. La lumiere reflechie 
ou transmise par le sang est maintenue a un niveau constant 
au moyen d'une boucle de retroaction optique. De plus, le 
rapport de deux tensions correspondant respectivement a des 
lumieres mesurees en provenance des deux sources donne le 
pourcentage de saturation de I'oxygene sanguin. 

Cette technique presente egalement I'inconvenient de 
ne pas permettre une large plage de mesures, ainsi que les 
autres inconvenients mentionnes pour le document WO- 
92/13.482. 

La presente invention vise un appareil et un procede de 
mesure n'ayant pas les inconvenients precedents, et 
permettant ainsi notamment d'effectuer des mesures dans 
differentes gammes de valeurs tout en maintenant une bonne 
sensibilite. 

L'appareil et le procede de I'invention peuvent aussi 
offrir une grande rapidite de mesure et une bonne precision. 

En particulier, I'invention a pour objet un appareil de 
mesure de turbidite capable de mesurer, avec precision, la 
turbidite de cultures microbiennes sur une large gamme de 
valeurs, fiable, facile d'utilisation, aisement adaptable a des 
microfermenteurs et pouvant etre peu encombrant et bon 
marche. 

L'invention a aussi pour objet un appareil de mesure 
d'absorbance et un appareil de mesure de fluorescence, 
capables de mesurer avec les memes avantages precites 
I'absorbance moleculaire et/ou la fluorescence d'un milieu, et 
plus generalement, I'invention vise un appareil de mesure 
d'une ou plusieurs proprietes optiques d'un milieu, liquide ou 
solide. 

L'invention concerne un tel appareil de mesure 
avantageusement automatise, et permettant ainsi de realiser 
des experiences de longues durees sans intervention d'un 
experimentateur. 
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L'invention a egalement pour objet un tel appareil de 
mesure adaptable a des microfermenteurs en batterie, 
rendant possible d'effectuer des mesures simultanees pour 
les differents microfermenteurs. 

L'invention est egalement relative a un microfermenteur 
muni d'un appareil de mesure ayant les qualites precedentes. 

L'invention a notamment pour objet un microfermenteur 
ayant des systemes d'alimentation en milieu de culture et en 
gaz qui sont simples et fiables, protege de toute 
contamination exterieure et capable de recevoir des cultures 
de petits volumes. De meme, le systeme protege I'exterieur 
de contaminations par la culture elle-meme. 

L'invention concerne egalement un microfermenteur a 
prelevements automatises pour certains stades de turbidite, 
d'absorbance, et/ou de fluorescence, predetermines et un 
microfermenteur a dilution automatique pour cultures 
cycliques. 

L'invention a aussi pour objet un procede de mesure de 
proprietes optiques pouvant inclure notamment la turbidite, 
I'absorbance et la fluorescence, rendant possible des 
mesures sur une large gamme de valeurs avec une grande 
precision, une bonne fiabilite et une bonne reproductibilite. 

L'invention s'applique aux domaines de la microbiologie 
et de la biotechnologie, et plus generalement a toute mesure 
de composes troubles, par exemple pour Tanalyse et le 
traitement d'eaux, d'effluents agricoles ou industriels ou de 
polluants (mesure de turbidite). 

Elle s'applique aussi a des mesures in vivo ou in vitro 
de fluorescence, et plus precisement aux mesures de 
concentration de composes fluorescents intra ou 
extracellulaires. 

A cet effet, l'invention a pour objet un appareil de 
mesure d'au moins une propriete optique d'un milieu, 
comprenant: 
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- une source de lumiere destinee a emettre un faisceau 
lumineux d'intensite variable vers et dans le milieu, 

- des moyens de detection destines a mesurer 
I'intensite du faisceau renvoye par le milieu liquide, 

- des moyens de commande de I'intensite du faisceau 
emis par la source, 

- des moyens de stockage destines a stocker une valeur 
representative d'une intensite nominale du faisceau renvoye, 

- un systeme de retroaction relie aux moyens de 
commande, aux moyens de detection et aux moyens de 
stockage, agissant sur les moyens de commande de facon a 
ce que I'intensite mesuree du faisceau renvoye soit egale a 
I'intensite nominale, et 

- des moyens de lecture de I'intensite du faisceau emis, 
pour I'intensite nominale du faisceau renvoye, ces intensites 
du faisceau emis et nominale du faisceau renvoye etant 
representatives de la ou des propriete(s) optique(s) du 
milieu. 

Selon I'invention, I'appareil de mesure comprend des 
moyens d'ajustement de I'intensite nominale, relies aux 
moyens de lecture et aux moyens de stockage, destines a 
ajuster I'intensite nominale de facon a ce que I'intensite 
stabilisee du faisceau emis soit incluse dans une plage 
predeterminee. 

L'intensite nominale du faisceau renvoye est ajustable. 
De cette maniere, il est possible d'adapter I'appareil de 
mesure a une gamme donnee de valeurs de turbidite, 
d'absorbance et de fluorescence. Le choix de I'intensite 
nominale resulte d'un compromis. Elle doit etre la plus elevee 
possible, de maniere a ce que I'intensite du faisceau emis 
varie fortement avec la turbidite, I'absorbance et/ou la 
fluorescence, ce qui donne a I'appareil une tres bonne 
precision de mesure. En revanche, I'intensite nominale doit 
etre suffisamment faible pour pouvoir couvrir toute la gamme 
souhaitee sans que I'intensite du faisceau emis ne depasse 
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un seuil d'emission maximale de la source, provoquant sa 
saturation et/ou sa deterioration. 

Cet appareil peut ainsi autoriser des mesures dans 
differentes gammes de valeurs, des plus faibles aux plus 
5 elevees, tout en gardant une sensibilite optimale. Dans I'etat 
de la technique, au contraire, la plage de mesure est figee et 
est associee a la tension de reference utilisee. 

Notament, I'appareil rend possible des mesures de 
turbidite sur une large gamme de densites optiques avec une 

10 bonne precision. On obtient ainsi sans difficulty une gamme 
s'etendant de 45 a plus de 17.000 NTU, ce qui correspond 
pour une suspension de levure Saccharomyces cerivisiae, 
respectivement a 0,2 et plus de 75 unites de densite optique 
(DO) a 600 nm avec une erreur de 2% environ. Cet appareil 

15 offre aussi une bonne fiabilite et une bonne reproducibility 
des mesures, correspondant a une faible dispersion des 
valeurs. Pour differents organismes, des courbes de 
correspondance entre turbidites et concentrations de cellules 
peuvent etre faites aisement. 

20 De plus, I'appareil de mesure selon Tinvention peut etre 

fabrique a bas cout de realisation, car it peut reposer sur 
I'emploi de composants electroniques peu nombreux et bon 
marche. 

Les moyens de stockage sont avantageusement 
25 destines a stocker une intensite de saturation et les moyens 
d'ajustement regulent I'intensite nominale a une valeur 
moindre lorsque I'intensite stabilisee du faisceau emis est 
superieure a I'intensite de saturation. 

Les valeurs pouvant etre prises par Tintensite nominale 
30 sont avantageusement predeterminees. 

L'ajustement d'intensite nominale est ainsi automatise, 
ce qui permet notamment de suivre la turbidite d'un milieu 
evolutif, sur une large gamme de turbidite et avec une tres 
bonne precision. II est particulierement interessant d'utiliser 
35 une diode luminescente, emettant preferentiellement dans 
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I'infrarouge autour de 880 nm, pour cet ajustement 
automatise. En effet, la tension appliquee aux bornes de la 
diode emettrice lors de 1'emission du faisceau lumineux 
evolue proportionnellement avec la turbidite, et on obtient 
une excellente precision de mesure. 

Le milieu mesure peut etre liquide ou solide (gels, 
preparations pour microscopie). 

La ou les propriete(s) optique(s) mesuree(s) sont 
avantageusement choisies parmi la turbidite T, I'absorbance 
A ou la fluorescence F du milieu, pour un couple donne des 
spectres d'emission et de reception. Dans divers modes de 
realisation, la lumiere est emise et recue selon 
respectivement les modalites suivantes: 

- source de lumiere monochromatique, ou a plus large 
bande, detection a une longueur d'onde correspondante 
(monochromatique ou a plus large bande), 

- source de lumiere monochromatique, ou a plus large 
bande, detection a une autre longueur d'onde (cas de 
fluorescence), 

- source de lumiere polychromatique, ou a plus larges 
bandes, detection a plusieurs longueurs d'onde 
correspondantes, 

- source de lumiere blanche, detection a une ou 
plusieurs longueurs d'onde selectionnees par des filtres. 

La detection de I'intensite du faisceau recu a plusieurs 
longueurs d'onde permet d'obtenir des informations 
complementaires sur le milieu. 

La source de lumiere est constitute d'un emetteur tel 
que par exemple diode, laser, couples ou non a une fibre 
optique, destine a emettre une lumiere monochromatique ou 
a bandes spectrales, eventuellement de largeurs variables, 
ou blanche. L'emission peut etre faite dans les domaines de 
I'UV, du visible, de I'infrarouge proche ou lointain. 

Les moyens de detection consistent avantageusement 
en un ou plusieurs photodetecteur(s), tels que par exemple 
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diode(s) (phototransistor, photodarlington) ou cellule(s) 
photoelectrique(s), ayant chacun une reception 
monochromatique ou avec une plus large bande passante, 
dans les domaines de I'UV, du visible, de I'infrarouge proche 
5 ou lointain. Dans les cas de mesures dans I'infrarouge, ies 
moyens de detection sont avantageusement insensibles a la 
lumiere visible, par commodite. 

Par « faisceau renvoye par le milieu », on entend un 
faisceau transmis sans interaction, diffuse, ou emis (dans les 

10 cas de fluorescence, par exemple). 

Les moyens de detection sont places a un ou plusieurs 
angle(s) approprie(s) par rapport a la direction du faisceau 
emis, preferentiellement a environ 180° (necessairement a 
environ 180° en transmission). 

15 Preferentiellement, le faisceau incident sur le milieu est 

parallele. On obtient ainsi un tres bon rapport lumiere 
renvoyee/lumiere emise. 

Chaque longueur d'onde de mesure est choisie 
preferentiellement pour donner des informations sur un type 

20 distinct de particules. 

Ainsi, pour des mesures de turbidite, deux longueurs 
d'onde distinctes permettent d'obtenir des resultats sur des 
particules de deux tailles differentes, coexistant en 
suspension. II peut par exemple s'agir de cellules infectees 

25 par des particules phagiques et de phages liberes par les 
cellules lysees. En effet, pour un type de particules donne, la 
quantite de lumiere diffusee ou transmise depend de la 
longueur d'onde detectee. De plus, plus la longueur d'onde 
est elevee, plus le rapport lumiere transmise/lumiere emise 

30 est grand. 

Une forme de realisation pour mesurer aux deux 
longueurs d'onde consiste a emettre a Taide de deux 
emetteurs de longueurs d'onde differentes Tune de I'autre, 
par exemple infrarouge et visible. Une autre forme de 

35 realisation consiste a emettre en lumiere blanche et a 
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disposer des filtres sur un detecteur de maniere a 
selectionner les deux longueurs d'onde. 

Pour des mesures d'absorbance, deux longueurs d'onde 
distinctes en reception permettent de quantifier deux types 
5 de molecules absorbant a des longueurs d'onde distinctes, ou 
a correler des observations sur un type de particules. 

De maniere generale, des mesures a plusieurs 
longueurs d'ondes peuvent permettre de determiner la 
proportion et la nature des particules, des cellules ou des 

10 molecules des milieux analyses, et de discriminer la taille, la 
forme, ia concentration, la nature et/ou la proportion de 
differentes especes cellulaires, particulaires et/ou 
moleculaires. Le nombre de longueurs d'onde etant egal a n, 
le traitement mathematique peut etre realise grace a un 

15 systeme a n equations et a n inconnues. 

Avantageusement, Tintensite nominale (intensite fixee 
du faisceau renvoye) est choisie en fonction de la gamme de 
concentration des particules a mesurer dans le milieu, 
I'intensite nominale diminuant quand la gamme de 

20 concentration a mesurer augmente. 

L'appareil de mesure selon I'invention ne mesure pas 
simplement la lumiere renvoyee par un milieu liquide pour 
determiner la turbidite, I'absorbance ou la fluorescence, mais 
Tenergie fournie par la source permettant d'obtenir une 

25 quantite fixee de lumiere renvoyee. Cette energie, ou 
intensite du faisceau emis, donne la turbidite, I'absorbance 
ou la fluorescence du milieu liquide ou solide, pour chaque 
longueur d'onde de mesure, au moyen d'une relation 
mathematique simple etablie grace a des courbes 

30 d'etalonnage. Ainsi, lorsque la source de lumiere emet une 
lumiere infrarouge autour de 880 nm, la quantite d'energie 
transmise par le milieu est inversement proportionnelle a la 
turbidite du milieu traverse et le systeme de retroaction 
electronique ajuste automatiquement le faisceau emis pour 

35 que la lumiere renvoyee soit egale a une valeur fixee. 
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Dans le cas de mesure de fluorescence, la quantite de 
lumiere renvoyee est proportionnelle a I'intensite du faisceau 
emis et a la concentration de la substance fluorescente. De 
plus, elle est affectee par des phenomenes de filtre interne. 
5 L'appareil de mesure permet aussi de s'affranchir de 

tous prelevements autres que pour des analyses 
d'echantillon, ce qui facilite les manipulations, supprime des 
risques d'erreur au cours de dilutions subsequentes a des 
prelevements et reduit les risques de contamination d'une 

10 culture ou de I'environnement (par exempie dans le cas de 
cultures de pathogenes). 

Avantageusement, l'appareil de mesure peut etre 
entierement exterieur au milieu liquide. Ainsi, dans le cas ou 
ce milieu comprend une culture, l'appareil n'a pas a etre 

15 sterilise et ne risque pas de se deteriorer par encrassement 
ou recouvrement par des biofilms. 

Preferentiellement, l'appareil de mesure est automatise, 
notamment par un enregistrement automatique des donnees 
et par un ajustement automatique de I'intensite nominale du 

20 faisceau renvoye. Ainsi, il est possible de realiser des 
experiences de longue duree sans intervention d'un 
experimentateur, notamment pour le suivi de cultures de jour 
comme de nuit sans la moindre surveillance humaine. 

Un autre avantage de l'appareil de mesure est sa 

25 capacite d'adaptation a une grande variete de milieux 
liquides, et notamment a des cultures continues de tous 
types, telles que par exempie chemostat, turbitostat ou 
cultures cycliques. 

Preferentiellement, la source de lumiere et/ou les 

30 moyens de detection sont destines a mesurer I'intensite du 
faisceau renvoye autour d'au moins une longueur d'onde, la 
ou les propriete(s) optique(s) du milieu correspondant 
chacune a la, ou a Tune des, longueur(s) d'onde. 
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Dans un premier mode prefere de realisation, la, ou les, 
propriete(s) optique(s) du milieu comprennent la turbidite du 
milieu. 

Les moyens de detection sont alors disposes 
preferentiellement dans la direction du faisceau emis, en 
transmission, le rapport intensite repue/intensite emise etant 
optimal. Dans une variante de realisation, certains au moins 
des moyens de detection sont disposes en biais par rapport a 
la direction du faisceau emis, de fa<?on a detecter de la 
lumiere diffusee. 

Dans le premier mode de realisation, la source de 
lumiere et/ou les moyens de detection sont preferentiellement 
destines a des mesures en infrarouge, avantageusement 
autour de 880 nm. 

II est par exemple interessant que la source de lumiere 
soit une diode luminescente ou LED, emettant en infrarouge. 

L'emission en lumiere infrarouge avec des longueurs 
d'onde variant de 840 nm a 920 nm avec un pic de 880 nm 
simplifie la mise en oeuvre de I'appareil de mesure et donne 
une bonne precision. En effet, la diffusion de la lumiere 
dependant de la longueur d'onde, I' utilisation de lumiere 
blanche, par exemple, risque d'etre plus difficile a mettre en 
oeuvre et de donner des resultats moins precis qu'une 
lumiere presque monochromatique en infrarouge. De plus, les 
rayonnements infrarouges traversent mieux la matiere, ce qui 
est favorable pour la mesure de fortes turbidites. Une 
emission a d'autres longueurs d'onde ou en lumiere blanche 
est cependant egalement possible. 

Dans un deuxieme mode prefere de realisation, la ou 
les propriete(s) optique(s) du milieu comprennent 
I'absorbance du milieu, I'invention s'appliquant alors a la 
colorimetrie et a la spectrophotometrie sur du milieu liquide 
ou solide. 
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Dans un troisieme mode prefere de realisation, la, ou 
les, propriete(s) optique(s) du milieu comprennent la 
fluorescence du milieu. 

Ainsi, la GFP (Green Fluorescence Protein) presente 
5 naturellement chez la meduse Aequora victoria emet par 
fluorescence, lorsqu'elle est excitee par des lumieres UV ou 
bleue (2 pics d'excitation a 395 et 475 nm), une lumiere 
verte, a differentes longueurs d'onde (509 et 540 nm), ce qui 
permet de la distinguer de la lumiere incidente ou diffusee. 

10 Remission ne necessite la presence d'aucun substrat ou 
cofacteur. II existe des versions modifiees du gene codant 
pour cette proteine ce qui a pour effet d'ameliorer son 
rendement quantique et de modifier son spectre d'emission 
(HELM, R., Nature, vol. 373, pp. 663-664, 1995). 

15 De meme, il est possible de quantifier des composes 

intracellulaires ou extracellulaires emettant par fluorescence. 
Par exemple: 



Fluorophore 


Longueur d'onde 
d'excitation 


Longueur d'onde de 
fluorescence (emission) 


NADH, NADPH 


350 


450 


FAD 


450 


520 


Amino-acide 






aromatiques 


275 


310 


Tryptophane 


289 


330-360 


Nucleotides 


280 


375 


Riboflavines 


445 


520 


Pyridoxine 


313 


385-415 
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Antibiotiques 
F(420) 



Ainsi, le NADH, coenzyme d'oxydo-reduction, emet une 
fluorescence a 450 nm quand il est excite par une lumiere de 
longueur d'onde de 350 nm (le NAD forme oxydee ne produit 
5 pas de fluorescence). Au cours de la croissance cellulaire, la 
quantite de NADH varie avec la concentration cellulaire (Li. 
J., Biotechnology and Bioengineering, vol.37, pp. 1043-1049, 
1991). 

II en est de meme pour differents colorants ou 
10 chromophores (appeles aussi fluorochromes ou fluorophores) 
fluorescents (fluoresceine, anticorps fluorescents, pigments, 
quinine ....). 

L'introduction dans differentes cellules (procaryotes ou 
eucaryotes) des genes codant pour la GFP et leur expression 
15 dans differentes conditions permet le monitorage en continu 
de ia fluorescence. L'appareil de mesure selon Hnvention 
permet aussi d'etudier des effets de filtre interne de milieux 
fluorescents. 

Ce troisieme mode de realisation a des applications 
20 dans de nombreux domaines, comme la quantification de 
substances fluorescentes dans des gels, des « blots », des 
microplaques. De plus, des etudes in vivo sont possibles, 
comme la mesure d'expression de genes par le suivi de 
fluorescence des proteines « tagees » pour lesquelles ils 
25 codent, permettant a la fois la quantification et la localisation 
cellulaires de ces dernieres. Ces mesures faites en 
fermenteurs permettent en outre de faire des analyses en 
fonction du temps, de I'etat physiologique des cellules et des 
conditions d'environnement de la culture. 



variable 
425 



variable 
472 
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De maniere preferee, Tappareil de mesure comprend 
une unite de traitement reliee aux moyens de lecture et 
comportant les moyens de stockage, les moyens de stockage 
etant destines a stocker au moins une equation determinee 
5 par une courbe d'etalonnage donnant la ou les propriete(s) 
optique(s) du milieu en fonction de I'intensite du faisceau 
emis pour respectivement au moins une valeur de Tintensite 
nominate du faisceau renvoye. L'unite de traitement extrait 
alors la ou les propriete(s) optique(s) du milieu a partir de 
10 I'intensite stabilisee du faisceau emis pour une des valeurs 
de I'intensite nominale, d'une part, et de Tequation 
correspondant a cette. valeur de I'intensite nominale, d'autre 
part. 

. De cette fagon, la determination de la turbidite, de 
15 Tabsorbance et/ou de la fluorescence du milieu a partir des 
mesures est automatisee, et peut etre effectuee en temps 
reel. 

II est alors avantageux que l'unite de traitement 
comprenne une unite centrale et au moins une carte de 
20 conversion analogique/numerique et numerique/analogique, 
couplant l'unite centrale aux moyens de commande et aux 
moyens de regulation. 

De telles cartes permettent de s'affranchir d'etages 
convertisseurs courant/tension et tension/courant. 
25 De plus, l'unite de traitement extrait preferentiellement 

la propriete optique du milieu directement a partir d'une 
valeur proportionnelle a I'intensite du faisceau emis. 

Cette realisation contraste avec les techniques 
connues, dans lesquelles les proprietes optiques sont 
30 obtenues a partir de signaux de retroaction, qui doivent 
passer par un systeme d'integration pour etre exploitables. 
El le evite ainsi ('introduction d'imprecision sur les resultats. 

Avantageusement, I'appareil de mesure comporte une 
horloge, des moyens d'enregistrement dans les moyens de 
35 stockage de valeurs representatives de la, ou des, 
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propriete(s) optique(s) du milieu, ainsi que des moyens 
deactivation repetee du systeme de retroaction et des moyens 
d'enregistrement. 

L'enregistrement des resultats est ainsi automatise, les 
5 mesures etant avantageusement effectuees a intervalles 
reguliers afin de pouvoir suivre revolution de la propriete 
optique au cours du temps. Dans une premiere forme de 
realisation, les valeurs enregistrees sont celles directement 
obtenues par la lecture de I'intensite du faisceau emis, ces 

10 resultats etant traites ulterieurement. Dans une seconde 
forme de realisation, I'appareil de mesure determine les 
proprietes optiques apres chaque mesure, et ce sont elles qui 
sont enregistrees dans les moyens de stockage. 

Preferentiellement, le systeme de regulation par 

15 retroaction et les moyens de commande sont tels que 
legalisation de I'intensite mesuree et de I'intensite nominale 
du faisceau renvoye est obtenue de maniere continue. 

Ainsi, le temps de reponse est negligeable et limite 
uniquement par les temps de reponse intrinseques des 

20 composants electroniques, de I'ordre de la nanoseconde. 
Cette realisation contraste avec les techniques connues, 
dans lesquelles I'ajustement se fait par essais successifs et 
rythmes par des impulsions periodiques. L'appareil de 
mesure peut de cette maniere procurer une tres grande 

25 rapidite de mesure, qui permet par exemple d'analyser en 
serie un tres grand nombre d'echantillons et de faire des 
mesures sur des milieux heterogenes et/ou perturbes par une 
circulation de bulles de gaz. Dans ces derniers cas, l'appareil 
de mesure est muni de moyens pour effectuer des mesures 

30 en rafales, et pour faire une analyse statistique des valeurs 
recueillies au cours de chacune de ces rafales, afin d'en 
extraire des valeurs significatives. 

L'invention a aussi pour objet un microfermenteur, muni 
d'un appareil de mesure selon l'invention. 
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Le fait que I'appareil de mesure puisse etre en-tie re me-n-t 
exterieur au microfermenteur, qu'il ne necessite pas de 
prelevements et de dilutions correspondantes, et q u'il rende 
possible I'automatisation des mesures, permet de realiser un 
5 microfermenteur disposant d'atouts considerables. 
Notamment, un petit volume de culture suffit pour les 
mesures, ce qui ameliore ta facilite d'utilisation. On beneficie 
notamment d'un faible encombrement et d'une faible 
frequence de changements des nourrices contenant les 

10 milieux de culture. De plus, le microfermenteur et ses 
systemes d'alimentation et d'elimination d'effluents peuvent 
etre completement isoles du milieu exterieur. Leur mise en 
surpression assure simplicite et fiabilite, car ('utilisation de 
tuyaux de perte de charge connue permet d'obtenir des 

15 debits precis et d'eviter des pompes couteuses et 
encombrantes. Elle offre . une garantie de sterilite en 
empechant toute contamination de la nourrice par la culture 
et de la culture par I'exterieur et permet la culture par 
exemple de souches pathogenes en toute securite. 

20 D'autre part, I'automatisation des mesures rend 

possible I'automatisation de prelevements pour des densites 
optiques correspondant a des etats physiologiques precis, 
tels que par exemple, taux de croissance maximum, fin de 
croissance ou fin de phase stationnaire. Elle permet aussi 

25 d'effectuer des dilutions automatiques pour cultures 
cycliques. 

Un autre avantage est que plusieurs microfermenteurs 
peuvent etre associes en batterie, independamment ou en 
cascade, chacun contenant une culture dans des conditions 
30 bien definies et reproductibles. Les appareils de mesure 
associes aux differents microfermenteurs sont alors 
avantageusement relies a un systeme central destine a 
commander des mesures en parallele. 

Dans un mode de realisation prefere, le 
35 microfermenteur comprend: 
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- un tube ferme par un bouchon, destine a contenir une 
culture, 

- une premiere canalisation, destinee a injecter de I'air 
sterile et du milieu de culture dans la culture, et 

- une seconde canalisation, destinee a recuperer des 
effluents, 

le tube et toutes les canalisations etant sous pression. 

Dans une realisation avantageuse pour cultures 
cycliques, le microfermenteur comprend un systeme de 
dilution destine a diluer une culture. L'appareil de mesure 
comprend alors une horloge et une unite de traitement reliee 
au systeme de dilution, I'unite de traitement declenchant 
cycliquement le systeme de dilution. 

Ce dispositif est tres avantageux pour faire evoluer des 
15 souches ou pour realiser des etudes physiologiques sur des 
parametres de croissance tels que, par exemple, taux et 
rendement de croissance ou mesure du temps de latence 
avant la reprise de la croissance. 

Preferentiellement I'unite de traitement active de 
maniere repetee le systeme de retroaction, enregistre dans 
les moyens de stockage des valeurs representatives de la, ou 
des, propriete(s) optique(s) du milieu, et declenche le 
systeme de dilution lorsqu'elle constate sur une pluralite des 
dernieres valeurs enregistrees une stagnation de la, ou des, 
25 propriete(s) optique(s) du milieu. 

Dans des variantes de realisation, I'unite de traitement 
declenche d'autres actions sur le milieu, telles que par 
exemple I'apport de diverses solutions ou de gaz, lorsqu'elle 
constate la stagnation. 

Dans un autre mode de realisation, I'unite de traitement 
declenche le systeme de dilution periodiquement, apres une 
duree de culture predeterminee. 

L'invention concerne aussi tout systeme muni d'un 
appareil de mesure selon l'invention, tel que par exemple un 



20 



30 
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fermenteur (adaptation par excroissance ou a I'interieur), un 
appareil autonome ou un lecteur de microplaques. 

Differents types de cultures sont par ailleurs utilisables: 
cultures discontinues (batch) eventuellement avec ajout 
5 continu ou sequentiel d'un ou plusieurs substrats (fed batch); 
cultures cycliques; turbidostat, permettant un maintien de la 
turbidite d'une culture a une valeur constante par ajout du 
milieu de culture a volume constant dans un bioreacteur, de 
fa?on que la turbidite oscille autour d'un point de consigne; 

10 ou chemostat, permettant un ajout de milieu de culture a 
volume constant dans un bioreacteur, de fagon continue et a 
un debit inferieur au taux de croissance maximum du 
microorganisme. 

Divers moyens d'introduction des fluides peuvent etre 

15 utilises, tels que par exemple pompes, electrovannes « tout 
ou rien » ou proportionnelles, debitmetres, plusieurs 
nourrices pour differents substrats ou composes, additionnes 
en fonction du temps ou de la densite optique et/ou plusieurs 
gaz. 

20 De maniere preferee, les canalisations sont raccordees 

au moyen de connecteurs comportant chacun une partie male 
reliee a une premiere des canalisations, une partie femelle 
reliee a une deuxieme des canalisations, et des moyens de 
connexion de la partie male a la partie femelle, chacune de 

25 ces parties male et femelle comprenant: 

• une extremite allongee et creuse reliee a la canalisation 
correspondant a cette partie et communiquant avec cette 
canalisation, et 

• un fourreau allonge, entourant cette extremite et relie a 
30 cette canalisation. 

L'extremite de la partie male est introduce dans 
I'extremite de la partie femelle, le fourreau de Tune des 
parties est introduit dans le fourreau de Tautre partie et les 
fourreaux sont fixes Tun a Tautre par les moyens de 
35 connexions. 
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Ainsi, les fourreaux peuvent assurer la protection des 
extremites, dans lesquelles circule un fluide. 

Preferentiellement, les connecteurs sont munis de 
bouchons qui assurent une fermeture etanche et sont 
5 sterilises a la vapeur, par autoclave par exemple. Au cours 
de la connexion, les bouchons sont otes et les extremites des 
fourreaux sont soumises a un bref contact avec une flamme, 
afin de conserver leur sterilite et celle de I'air qui est a 
proximite immediate. Ce systeme permet de maintenir froides 
10 les zones internes des parties male et femelle et autorise 
ainsi une connexion immediate sans deterioration de joints, 
tout en maintenant une parfaite sterilite. 

L'etancheite de la liaison entre les deux extremites est 
avantageusement obtenue au moyen de joints respectivement 
15 solidaires des parties male et femelle et contre lesquels 
viennent respectivement buter les extremites des parties 
femelle et male. 

Preferentiellement, le fourreau de la partie male est 
introduit dans le fourreau de la partie femelle. La protection 
20 assuree par les fourreaux est ainsi encore plus sure. 

De plus, il est interessant que les moyens de connexion 
comprennent une bague de serrage reliee a la canalisation 
correspondant au fourreau recepteur et un systeme de 
fixation (filetage, par exemple) prevu sur le fourreau introduit 
25 dans le fourreau recepteur et cooperant avec cette bague. 

La bague de serrage est avantageusement usinee pour 
contenir une butee limitant le serrage. Cette realisation evite 
une compression excessive des joints et done leur 
deterioration. 

30 Dans une autre forme de realisation, des joints toriques 

sont adjoints aux zones internes des parties male et femelle. 
lis permettent de renforcer la securite et l'etancheite. 

L'invention concerne egalement un connecteur, ansi 
que des parties male et femelle d'un tel connecteur, 
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specialement adaptes au microfermenteur de 1'invention et 
repondant aux definitions ci-dessus. 

L'invention a aussi pour objet un procede de mesure 
d'au moins une propriete optique d'un milieu, dans lequel: 
5 - on emet un faisceau lumineux d'intensite variable vers 

ou dans le milieu, et 

- on mesure 1'intensite du faisceau renvoye par le 
milieu, 

- on ajuste I'intensite du faisceau emis de fagon a ce 
10 que I'intensite du faisceau renvoye soit egale a une intensite 

nominale fixee, 

- on lit I'intensite stabilisee du faisceau emis ainsi 
obtenue, et 

- on rapporte une valeur representative de I'intensite 
15 stabilisee a une equation determinee par une courbe donnant 

la, ou les, propriete(s) optique(s) en fonction de la valeur 

representative de I'intensite stabilisee du faisceau emis pour 

I'intensite nominale du faisceau renvoye, de fagon a extraire 

la, ou les, propriete(s) optique(s) du milieu. 
20 Selon I'invention, on ajuste I'intensite nominale de 

fagon que I'intensite stabilisee du faisceau emis soit incluse 

dans une plage predeterminee. 

D'autres avantages et buts de I'invention apparaTtront a 

la lecture d'exemples donnes ci-apres dans un but illustratif 
25 et non limitatif, en reference aux figures annexees sur 

lesquelles: 

La Figure 1 est un schema de principe d'un appareil de 
mesure selon I'invention. 

La Figure 2 represente un microfermenteur equipe d'un 
30 appareil de mesure selon Tinvention. 

La Figure 3 schematise une station automatique 
comprenant huit microfermenteurs selon I'invention. 

La Figure 4 represente une section longitudinale de la 
partie male d'un connecteur selon I'invention, avec bouchon, 
35 utilise pour les microfermenteurs des figures 2 et 3. 
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La Figure 5 est une coupe transversale V-V de la partie 
male de la Figure 4. 

La Figure 6 represente une section longitudinale de la 
partie femelle du connecteur correspondant a la partie male 
5 de la Figure 4, avec bouchon. 

La Figure 7 est une coupe transversale VN-VII de la 
partie femelle de la Figure 6. 

La Figure 8 montre le connecteur assemble a partir des 
parties male et femelle des Figures 4 a 7. 
1 0 La Figure 9 represente un schema de realisation 

electronique d'un appareil de mesure selon I'invention, 
applicable au microfermenteur de la Figure 2 et a la station 
automatique de la Figure 3. 

La Figure 10 illustre un deuxieme mode de realisation 
15 electronique a la place de celui de la Figure 9. 

La Figure 11 illustre un troisieme mode de realisation 
electronique a la place de ceux des Figures 9 et 10. 

La Figure 12 represente un ensemble de courbes 
d'etalonnage preparees avec une culture de levure 
20 Saccharomyces cerevisiae, donnant la tension representative 
de I'intensite du faisceau ernis en fonction de la turbidite pour 
un ensemble de tensions representatives de I'intensite 
nominale du faisceau transmis. 

La Figure 13 montre des courbes de croissance, 
25 donnant revolution de la turbidite, en fonction du temps 
exprime en heures, de trois souches de Saccharomyces 
cerevisiae, respectivement des types FY23, FY73 et FY1679, 
cultivees en milieu complexe YPD (extrait de levure, peptone, 
glucose) a 30°C, obtenues avec un appareil de mesure selon 
30 ('invention. 

La Figure 14 montre en parallele les courbes de 
croissance (Logarithme neperien de la turbidite en fonction 
du temps en heures) de la souche du type FY23 et du mutant 
du type FYBL2-5D/Dn049, cultivees en milieu complexe YPD 



WO 99/27349 

a 30°C, obtenues avec un appareil de mesure selon 
I'invention. 

La Figure 15 montre la courbe de croissance en culture 
cyclique automatisee de la souche du type FY1679 cultivee 
5 en milieu complexe YPD a 30°C, obtenue avec un appareil de 
mesure selon I'invention. 

L'enseignement technique de ces figures, notamment 
les Figures 4 a 11 est considere comme faisant partie 
integrante de la description qui suit. 

10 Sur les Figures 9 a 11, des elements identiques sont 

identifies par les memes references. 

Un appareil de mesure de la turbidite T (Figure 1) d'un 
milieu liquide 1, contenue dans un recipient transparent 2, 
comprend un emetteur 3 qui emet un faisceau lumineux 11 

15 vers le milieu 1. Preferentiellement, Temetteur est presque 
monochromatique et il emet en infrarouge, par exemple 
autour de 880 nm. 

Le faisceau 11 devient, apres traversee du milieu 1, un 
faisceau transmis 12 dont Tintensite est mesuree par un 

20 photorecepteur 4. Le photorecepteur 4 est par exemple du 
type photodarlington. De maniere preferee, Temetteur 3, le 
recipient 2 et le photorecepteur 4 sont alignes. Dans des 
variantes de realisation, le photorecepteur 4 n'est pas aligne 
avec i'emetteur 3 et le recipient 2, de telle sorte qu'il detecte 

25 un faisceau diffuse ou reflechi. Le mode de realisation 
prefere correspond cependant a une precision optimale. 

L'emetteur 3 est relie a un bloc de commande 6, 
capable de lire et de modifier une tension U1, directement 
proportionnelle au courant 11 traversant Temetteur 3 et par 

30 voie de consequence I'intensite du faisceau emis 11. Le 
photorecepteur 4 est relie a une unite de regulation 7 
destinee a imposer et a lire des valeurs representatives du 
faisceau transmis 12. Preferentiellement, les valeurs 
representatives du faisceau emis 11 et du faisceau transmis 
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12 sont lineairement proportionnelles aux courant 11 et 12 
traversant respectivement I'emetteur 3 et le photorecepteur 4. 

L'unite de regulation 7, reliee au photorecepteur 4 et a 
l'unite de traitement 5, est destinee a comparer une tension 
U2, directement proportionnelle au courant 12 traversant le 
photorecepteur 4, a une valeur de consigne V2. Cette 
derniere valeur, fournie par I'unite de traitement 5, est 
representative d'une intensite nominale du faisceau transmis 
12 pour une gamme de mesure donnee. 

L'unite de traitement 5, outre des moyens de traitement 
des donnees, peut notamment comprendre des moyens 
permettant d'imposer la valeur de la tension V2 a I'unite 7, 
des moyens de lecture des valeurs representatives U1 de 
I'intensite du faisceau emis 11, ainsi que des moyens de 
stockage des donnees. L'unite de regulation 7 est egalement 
reliee au bloc de commande 6 et agit sur celui-ci en fonction 
de l ecart entre les tensions U2 et V2. Cette boucle de 
retroaction a laquelle concourent les unites 3, 4, 6 et 7, a 
ainsi pour fonction de reduire cet ecart a zero. A I'equilibre, 
la tension U2 est egale a la valeur de consigne V2 et la 
tension U1 est stabilisee a une valeur V1 . 

Cette tension V1 est representative de la turbidite T du 
milieu 1. Cette tension V1 est envoyee a I'unite de traitement 
5 qui, pour une valeur de consigne V2 donnee, extrait la 
turbidite T de la tension V1 grace a une fonction 
mathematique etablie a partir d'une courbe d'etalonnage de 
I'appareil de mesure donnant la turbidite T en fonction de la 
tension V1 pour la valeur V2. 

Un ensemble de courbes d'etalonnage 101-117 sont 
ainsi tracees sur la Figure 12 selon un premier axe 61 
donnant la turbidite T en unite de DO et un second axe 62 
donnant la tension stabilisee V1 en Volts. Ces courbes 
d'etalonnage 101-117 correspondent respectivement aux 
valeurs de consigne V2 suivantes: 
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8 V, 7 V, 6 V, 5 V, 4 V, 3 V, 2 V, 1.5 V, 1 V, 0,75 V, 0,5 
V, 0,4 V, 0,3 V, 0,2 V, 0,1 V, 0,05 V, 0,025 V. 

Le choix de la valeur de consigne V2 depend de la 
gamme de turbidite T que Ton souhaite couvrir. En effet, plus 
5 la valeur de consigne V2 est elevee, plus la tension stabiiisee 
V1 croit rapidement avec la turbidite T. Etant donne que la 
tension V1 est limitee superieurement, la valeur V2 ne peut 
done pas etre maintenue pour un seuil superieur 
correspondant a cette gamme de turbidite. Pour une gamme 
10 donnee, cependant, il est avantageux de choisir la valeur de 
consigne V2 la plus grands possible, afin d'obtenir la plus 
grande pente de variation de la tension V1 en fonction de la 
turbidite T, done la meilleure precision de la mesure. 



15 automatiquement la valeur de consigne V2 en fonction des 
mesures. Pour ce faire, il procede avantageusement de la 
maniere suivante. L'unite de traitement 5 dispose d'un seuil 
superieur de la tension V1 et d'une liste de valeurs V2 
predetermines et ordonnees de maniere decroissante. Au 

20 debut d'une serie de mesures, l'unite de traitement 5 
transmet a l'unite de regulation 7 la valeur V2 la plus elevee 
de la liste, puis la boucle de retroaction ajuste la tension U1 
afin que U2 soit egale a V2. La valeur V1 de la tension U1 
est alors envoyee a l'unite de traitement 5, qui verifie a 

25 chaque mesure que la tension stabiiisee V1 reste inferieure a 
la tension de seuil predeterminee. Si la tension V1 depasse 
ce seuil, l'unite de traitement 5 envoie a l'unite de regulation 
7 une valeur de consigne V2 plus faible et cette nouvelle 
valeur de consigne est adoptee pour les mesures suivantes. 

30 Dans le cas ou une relation mathematique lie la valeur V1 a 
la valeur V2 pour plusieurs plages de turbidite, il est 
egalement possible de demander a l'unite de traitement 5 de 
calculer elle-meme les valeurs de consigne V2 les mieux 
appropriees pour le calcul de la turbidite. 



Preferentiellement, 



I'appareil de 



mesure ajuste 
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Preferentiellement, I'appareil de mesure determine 
automatiquement apres chaque mesure la turbidite T. Cette 
determination est alors effectuee par I'unite de traitement 5 a 
partir des courbes d'etalonnage 101-117. 

L'appareil de mesure est avantageusement applique a 
un microfermenteur 20, comme represents sur la Figure 2. 
Dans I'exemple de realisation presente, le recipient 2 est un 
tube de verre, par exemple de section carree de 20 mm de 
cote et de 160 mm de hauteur, ce qui donne un volume de 
culture utile d'environ 55 a 60 ml. Plus generalement, le tube 
de verre 2 contient un volume utile avantageusement compris 
entre 10 et 60 ml. Le tube 2 est loge dans un bloc 21 en 
alliage metallique, lui-meme pose sur un bain sec 
thermostate. Le bloc lui-meme peut etre equipe d'un systeme 
de chauffage autonome. Le tube 2 est surmonte d'un 
bouchon 22, a travers lequel passent plusieurs petites 
canalisations en verre ou en matiere plastique. Une premiere 
de ces canalisations en verre, referencee 33, arrive au fond 
du tube 2, injectant constamment de I'air ou du gaz sterile 14 
dans la culture. Elle peut aussi, a certains moments, injecter 
du milieu de culture neuf 15. Cette canalisation en verre 33 
est reliee, exterieurement au tube 2 a une canalisation 
d'alimentation 23 dans laquelle convergent les canalisations 
d'alimentation 24 et 25, respectivement en air ou gaz sterile 
14 et en milieu de culture 15. Les canalisations 24 et 25 sont 
preferentiellement equipees d'une electrovanne. Le 
microfermenteur 20 comprend aussi une deuxieme 
canalisation en verre 36 qui debouche a une hauteur mediane 
du tube 2 et qui permet de realiser I'inoculation et les 
prelevements. La canalisation en verre 36 est reliee, 
exterieurement au tube 2, a une canalisation d'extraction 26 
pour prise d'echantillon 16. 

Le microfermenteur 20 comprend egalement une 
troisieme canalisation en verre 37, placee en haut du tube 2, 
reliee a une bonbonne d'effluents par I'intermediaire d'une 
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canalisation d'elimination 27, exterieure au tube 2, qui 
permet d'eliminer des effluents 17. 

Les canalisations exterieures 23-27 sont 
preferentiellement souples. 
5 L'emetteur 3 et le photorecepteur 4 sont inseres dans 

des ouvertures du bloc 21 en alliage metallique, de part et 
d'autre du tube 2, et sont relies par I'intermediaire 
respectivement de fils electriques 31 et 32 au systeme de 
mesure. 

10 L'ensemble du microfermenteur 20, avec ses 

canalisations exterieures 23-27, ainsi que la nourrice 
fournissant le milieu de culture 15 au microfermenteur 20, 
sont de preference en surpression. De plus, I'air ou le gaz 
steriles 14 ne circule que dans un sens, ce qui empeche 

15 toute contamination. Les canalisations exterieures 24 et 25 
sont alors avantageusement des tuyaux de perte de charge 
connue, permettant d'obtenir des debits precis. L'ensemble 
du montage est sterilisable a la chaleur et totalement 
etanche. 

20 Dans un premier mode de realisation, I'appareil de 

mesure de turbidite est applique a un microfermenteur isole. 
Dans un second mode de realisation, illustre sur la Figure 3, 
un ensemble d'appareils de mesure de turbidite sont 
appliques a une batterie 40 de 8 microfermenteurs. A titre 

25 d'exemple, la batterie 40 comprend 8 microfermenteurs 41-48 
du type du microfermenteur 20 decrit plus haut. L'ensemble 
des canalisations exterieures 24, 25 et 27 des 
microfermenteurs 41-48 sont alors respectivement couplees a 
trois canalisations centrales 54, 55 et 57. Chacune des 

30 canalisations 25 est equipee d'une electrovanne 35. De 
meme, chacune des canalisations 24 est equipee d'une 
electrovanne 34. 

Les canalisations 27 peuvent etre equipees 
d'electrovannes pour permettre des prelevements 

35 automatiques. La canalisation 57, sur laquelle convergent les 
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canalisations 27, debouche dans une bonbonne 52 d'effluents 
destinee a contenir des dechets 53. 

La nourrice du milieu de culture 15, sous pression, 
comprend un recipient 51 clos par un bouchon 59 et alimente 
5 en air ou gaz sterile 18 par une canalisation 58 traversant le 
bouchon 59 et debouchant au fond du recipient 51. La 
canalisation 55 traverse le bouchon 59 et arrive au fond du 
recipient 51. Ce dispositif permet d'ajuster la pression 
regnant au fond de la nourrice. Cette pression est egale a la 

10 pression du gaz de la canalisation 58, quelle que soit la 
hauteur de liquide (vase de Mariotte). 

Les canalisations 23-27, 33, 36, 37, 54, 55 et 57 sont 
preferentiellement raccordees au moyen de connecteurs 200, 
representes sur la Figure 8 et detailles ci-apres. 

15 Le connecteur 200 comprend: 

• une partie male 201 (Figures 4 et 5) reliee a un premier 
tuyau 211 constituant une des canalisations et fermee par 
un premier bouchon 212, et 

• une partie femelle 202 (Figures 6 et 7) reliee a un second 
20 tuyau 214 constituant une autre des canalisations et 

fermee par un second bouchon 215. 
La partie male 201 comporte: 

• un corps 216 preferentiellement en metal inoxydable, 
branche au tuyau 211 par une partie pouvant etre 

25 legerement effilee 217, 

• un rebord interne 218, 

• une extremite 219 interne, 

• un fourreau 220, 

• un systeme de serrage a pas de vis 221 sous forme de 
30 bague, et 

• un joint 222 plat et rond perce en son centre. 

Le bouchon 212 de la partie male 201 a un fond muni 
d'un joint 223 plat et rond, et une extremite 225 pourvue d'un 
filetage exterieur qui lui permet de se visser avec le systeme 
35 de serrage 221 . 



5DOCID: <WO 9927349A1J_> 



WO 99/27349 



29 



PCT/FR98/02542 



La partie femelle 202 cornporte: 

• un corps 230 preferentiellement en metal inoxydable, 
branche au tuyau 214 par une partie pouvant etre 
legerement effilee 231 , 

5 • un rebord interne 232, 

• une extremite 233 interne, 

• un fourreau 234 ayant une extremite 237. pourvue d'un 
filetage exterieur, et 

• un joint 235 plat et rond perce en son centre. 

10 Le bouchon 215 de la partie femelle 202 a un fond muni 

d'un joint plat 236 et une extremite 238 pourvue d'un filetage 
interieur qui lui permet de se visser sur I'extremite 237 
externe du fourreau 234. 

Avant la connexion, les parties male 201 et femelle 202, 
15 branchees respectivement aux tuyaux 211 et 214 et munies 
de leurs bouchons 212 et 215 respectifs, sont sterilises, par 
exemple a la vapeur. 

La connexion s'effectue de la maniere suivante: 

• on devisse les bouchons 212 et 215 des parties male 201 
20 et femelle 202 sans les oter; 

• puis, en se plapant au-dessus d'une flamme, on oriente 
vers le bas les extremites 219 et 233 des parties male 201 
et femelle 202; cela a pour consequence de faire tomber 
les deux bouchons 212 et 215; 

25 • on passe ensuite rapidement les fourreaux 220 et 234 a la 
flamme; 

• on introduit la partie male 201 dans la partie femelle 202 
jusqu'a ce que I'extremite 219 soit en contact avec le joint 
235 et que Textremite 233 soit au contact avec le joint 222; 

30 et 

• on visse le systeme de serrage 221 sur le filetage de 
Textremite 238 du fourreau 234. 

On obtient ainsi le connecteur 200, offrant une 
connexion etanche et fiable, avec protection par les 
35 fourreaux 220 et 234 comme represents sur la Figure 8. 
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Les emetteurs 3, photoreceptors 4, unite de 
commande 6, et de regulation 7 ainsi que les electrovannes 
34 et 35, associes respectivement aux microfermenteurs 41- 
48 sont relies a une unite de traitement 5 qui contient une 
unite centrale 8 composee d'un micro-ordinateur couple a un 
systeme d'interfacage analogique/numerique et numerique/- 
analogique. 

Un premier schema de realisation electronique 
particulier d'un appareil de mesure de turbidite, represents 
sur la Figure 9, est applicable a un microfermenteur isole ou 
a un microfermenteur d'une batterie. 

Dans le schema electronique, la masse est designee 
par la reference 80 et les amplificateurs operationnels ont 
leurs bornes d'entree negative et positive et leur borne de 
sortie respectivement referencees A, B et C. 

L'alimentation, symetrique, est preferentiellement 
stabilisee et regulee, a une tension +V egale a + 12 Volts 
et - V egale a -12 Volts. 

De plus, toutes les resistances fixes sont a titre 
d'exemple a couche metallique 1/4 w et les condensateurs 
sont non polarises. On donne par ailleurs les valeurs des 
resistances ajustables et des potentiometres pour 10 tours - 
1/2 W. 

L'emetteur 3 comprend une diode electroluminescente 
73 ou LED a infrarouge, et le photorecepteur 4 comprend un 
phototransistor 74 du type Darlington. Ce phototransistor 74 
est muni d'un condensateur C1 de 0,1 pF, servant a eviter les 
oscillations. 

Le bloc de commande 6 comprend un amplificateur 
operationnel 81, dont I'entree positive B recoit une tension 
commandee et dont I'entree negative A est reliee a la masse 
80 par la resistance R1. La sortie C de I'amplificateur 81 
commande, par le biais d'un transistor 87 jouant le role 
d'organe tampon ou buffer, I'intensite de courant 11 
traversant la diode 73, et par consequent I'intensite du 
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faisceau 11 emis. Le gain de I'amplificateur 81 est fixe a 2 
par des resistances R1 et R3 de 1 kQ chacune. Le bloc de 
commande 6 cornprend egalement une resistance R5 de 
90,9 Q, aux bornes de laquelle on mesure la tension U1. 
5 Cette resistance R5 remplit une fonction de conversion 
courant/tension et limite le courant maximal traversant la 
diode 73 a 100mA. 

Le bloc de commande 6 cornprend egalement deux 
resistances R2 et R4 valant respectivement 1 kQ et 100 Q. 

10 L'unite de regulation par retroaction 7 cornprend une 

resistance R6 de 1 kQ, qui transforme I'intensite 12 sortant du 
phototransistor 74 en la tension U2. L'unite de regulation par 
retroaction 7 cornprend egalement un amplificateur 
operationnel 82, dont I'entree negative A re90it cette tension 

15 U2, dont I'entree positive B re?oit la valeur de consigne V2 et 
dont la sortie C est reliee a I'entree positive B de 
I'amplificateur 81 du bloc de commande 6. Le gain de 
I'amplificateur 82 est tres grand du fait qu'il n'y a pas de 
resistance de contre-reaction, d'ou une grande sensibilite aux 

20 variations de I'intensite du faisceau transmis 12, entraTnant 
une grande efficacite du retrocontrole. L'amplificateur 82 est 
muni d'un condensateur C2 de 1 pF, qui sert a eviter des 
oscillations. 

L'unite de regulation 7 comporte aussi une resistance 
25 R7, reliee a I'entree positive B de I'amplificateur 82, valant 1 

kQ. 

Dans I'exemple illustre, l'unite de traitement 5 est 
constitue, d'une part, d'un etage 72 convertisseur 
courant/tension qui le relie a l'unite 7, d'un etage 71 

30 convertisseur tension/courant qui le relie a l'unite 6 et d'autre 
part, d'une unite centrale 8 constitute d'un micro-ordinateur 
muni d'une interface de conversion analogique/numerique, 
numerique/analogique communiquant par boucle de courant 
4-20 mA. Ce dernier type de communication par boucle de 

35 courant rend les etages 71 et 72 necessaires. Un systeme 
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informatique muni d'une carte de conversion travaillant 
directement en tension permet de se passer des etages 71 et 

72. 

L'etage convertisseur 71 repose sur ('utilisation d'un 
amplificateur operationnel 83, dont I'entree positive B recoit 
la tension U1, et sur un circuit convertisseur 84 
tension/courant, dont I'entree est reliee a la sortie C de 
I'amplificateur 83. L'etage convertisseur 71 comporte 
egalement des resistances R8-R12 valant respectivement 
2,43 kQ, 2,43 kQ, 1 kQ, 1 kQ et 2,25 kQ. II comporte aussi un 
potentiometre P1 de 200 Q, une resistance ajustable P2 de 
50 Q et un condensateur C3 de 1 pF. 

L'etage convertisseur 72 repose sur ('utilisation de deux 
amplificateurs operationnels 85 et 86. L'entree positive B de 
I'amplificateur 85 recoit une tension de I'unite centrale 8, 
representative de la valeur de consigne V2. La sortie C de 
I'amplificateur 85 est reliee a I'entree positive B de 
l amplificateur 86 et la sortie C de I'amplificateur 86 est reliee 
a I'entree positive B de I'amplificateur 82 de I'unite de 
regulation par retroaction 7. Ainsi, I'unite de traitement 5 
envoie la valeur de consigne V2 a I'unite de regulation par 
retroaction 7, ce qui lui permet, le cas echeant, de donner un 
ordre de changement de gamme de mesure. 

L'etage convertisseur 72 comporte egalement des 
resistances R13-R20, les resistances R14-R16, R19 et R20 
valant 1 kQ, et les resistances R13, R17 et R18 valant 
respectivement 250 Q, 1,3 kQ, et 1,82 kQ. L'etage 
convertisseur 72 comprend aussi un potentiometre P3 de 500 
Q, une resistance ajustable P4 de 1 kQ et des condensateurs 
C4 et C5 de 1 uF chacun. 

L'unite de traitement 5 comporte avantageusement une 
unite de commande, destinee a commander I'ouverture et la 
fermeture d'electrovannes en nombre variable disposees sur 
les circuits d'arrivee du milieu de culture 15 et aussi d'air ou 
de gaz steriles 14. A titre d'exemple, I'unite de traitement 5 
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agit sur les electrovannes 34 et 35 des microfermenteurs 41- 
48 par I'intermediaire respectivement de systemes de 
commande 91-98. 

En guise d'exemple de realisation, la diode 73 et le 
5 phototransistor 74 dont le constructeur est la societe 
Honeywell, sont du type respectivement commercialise sous 
les noms SE5470-003 et SD5410-002 et les amplificateurs 
operationnels 81, 82, 83, 85, 86 sont fabriques et 
commercialises, sous le nom LM358A par la societe National 

10 Semi Conducteurs (NSC). Le circuit convertisseur 84 est du 
type 2B20A et est fabrique par la societe Analog Devices 
(AD) tandis que le transistor 87 est commercialise sous la 
reference 2N2222. 

Selon un deuxieme schema de realisation electronique 

15 (Figure 10), on s'affranchit des etages 71 et 72 au moyen 
d'une carte electronique, qui effectue directement les 
conversions analogique/numerique et numerique/analogique 
et communique les resultats et les ordres sous forme 
numerique via un bus de communication. 

20 La tension U1 aux bornes de la resistance R5 est alors 

transmise a la carte sous forme de signal analogique par un 
point PT1 de sortie. De plus, I'entree positive B de 
I'amplificateur operationnel 82 est reliee a la carte par 
('intermediate de la resistance R7, par un point PT2 d'entree. 

25 La carte communique ainsi sous forme analogique a Tunite 
de regulation 7 la valeur de consigne V2. 

Selon un troisieme schema de realisation electronique 
(Figure 11), variante du deuxieme schema, Tentree negative 
A de Tamplificateur operationnel 82 est egaiement reliee a la 

30 carte, par un point PT3 de controle. Ce point PT3, qui permet 
de transmettre la valeur de la tension U2, est destine a 
verifier le bon fonctionnement de I'ajustement de tension et 
de la retroaction. II rend ainsi possible, par reperage des 
differences entre les tensions U2 et V2, un controle global de 

35 tous les elements de la chaTne. 
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Preferentieilement, tous les composants du bloc de 
commande 6 et de I'unite de regulation 7 sont implantes sur 
une carte electronique. 

Avantageusement, plusieurs cartes sont integrees dans 
5 un boitier, dont une carte d'initialisation specifique. 

En fonctionnement, il est interessant de proceder de la 
maniere decrite ci-apres pour Tun quelconque des 
microfermenteurs 41-48 de la batterie 40, les 
microfermenteurs etant independants les uns des autres car 
10 pilotes par un programme informatique distinct. A intervalles 
reguliers, un compteur de temps se met en route et quand le 
temps est egal a une valeur fixee, les evenements suivants 
sont declenches: 

• Un signal est envoye par le programme de I'unite 
15 centrale 8 qui declenche ainsi, par le biais d'un relais 

(systemes de commande 91-98), I'electrovanne 34; 
celle-ci interrompt le passage de Tair ou du gaz 
steriles dans les microfermenteurs 41-48 afin de ne 
plus provoquer de bulles, source d'erreurs dans les 
20 mesures. 

• Grace au programme, la valeur de consigne V2 est 
injectee dans I'unite de regulation par retroaction 7. 

• La valeur de consigne V2 etant fixee, Tunite de 
regulation par retroaction 7, fonctionnant de maniere 

25 autonome, ajuste ia tension U1 pour emettre la 

quantite exacte de lumiere qui, apres passage a 
travers le tube 2, provoque I'apparition d'une tension 
U2 egale a la valeur de consigne V2 et 
proportionnelle au courant 12 traversant le 

30 photorecepteur 4. 

• La valeur de la tension U1 est convertie en valeur 
digitale et enregistree par le programme. 

• Le couple emetteur 3 - photorecepteur 4 est mis en 
repos. 
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• L' arret de I'electrovanne 34 retablit I'aeration ou le 
passage de gaz. 

• Le compteur de temps est remis a zero. 

• Si la valeur de U1 mesuree ne depasse pas certains 
seuils fixes, le programme calcule la valeur de 
turbidite T correspondante, en utilisant une equation 
determinee anterieurement de maniere empirique. A 
chaque valeur de consigne V2, correspond une 
equation par exemple de la forme: 

T = axU1 3 + bxU1 2 + cxU1 + d, 

ou les coefficients a, b, c et d ont ete determines 
experimentalement pour la valeur de V2. 

• Le cycle recommence. 

• Si la valeur de U1 mesuree depasse le seuil fixe, 
alors une valeur de consigne V2 plus basse est 
choisie et le compteur de temps est increments 
artificiellement afin de refaire aussitot une mesure 
avec ce nouveau parametre, puis la turbidite T est 
calculee. 

• Le cycle recommence. 

Les valeurs de la turbidite T sont affichees sur I'ecran 
du micro-ordinateur de I'unite centrale 8, ce qui permet de 
suivre revolution de la culture au cours du temps. De plus, 
ces valeurs sont iarchivees dans un fichier, afin de traiter les 
donnees ulterieurement, par exemple avec un tableur. 

Dans une variante de realisation et de mise en 
oeuvre, on effectue des mesures en rafales, ^'utilisation de 
Telectrovanne 34 devient alors inutile. 

II est interessant que le dispositif precedemment 
decrit soit utilise pour automatiser les cultures cycliques. 
Dans une mise en oeuvre avantageuse, un algorithme de 
controle determine I'accroissement de population des cellules 
en faisant un calcul de regression lineaire sur les n dernieres 
valeurs de turbidite T mesurees, n pouvant etre reglable. La 
pente de la droite de regression obtenue est calculee: si elle 
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est inferieure ou egale a une valeur fixee, I'accroissement de 
population est considere comme nul et un compteur de temps 
se met en route. Si la culture se remet a croTtre, par exemple 
apres une phase de diauxie, le compteur est remis a zero. 
Quand le compteur atteint une valeur fixee, le programme de 
I'unite centrale 8 declenche I'ouverture de I'electrovanne 35 
concernee, via les interfaces, ce qui permet une alimentation 
en milieu de culture frais pendant un temps determine, afin 
de faire une dilution exponentielle. Puis, les cycles de 
mesure recommencent. 

Nous exposons ci-apres divers resultats obtenus au 
moyen d'un microfermenteur equipe d'un appareil de mesure 
de turbidite conforme a la description precedente. Des 
courbes de croissance ont ete obtenues a partir de souches 
de levure Saccharomyces cerevisiae cultivees en milieu 
complexe YPD a 30°C. Les resultats obtenus, representee sur 
les Figures 13 a 15, montrent une grande homogeneite des 
valeurs, c'est-a-dire tres peu de dispersion, et des 
differences de I'ordre de 2% par rapport a des mesures 
effectuees en parallele avec un spectrophotometre, sur des 
prelevements de ces cultures. En raison de sa fiabilite, 
I'appareil de mesure de turbidite permet done de comparer 
tres aisement les croissances des souches. 

De maniere generale, les courbes de croissances, qui 
donnent la turbidite T en fonction du temps, comportent 
chacune une partie 131 avec un taux eleve (pente forte) de 
croissance suivie d'une partie 132 a taux de croissance faible 
(pente faible), separees par un plateau 133. Ainsi, les 
courbes de culture des souches sauvages FY23, FY73 et 
FY1679, referencees respectivement 123, 124 et 125 et 
tracees sur la Figure 13 selon un axe 63 de temps (en 
heures) et I'axe 61 de turbidite T (en unites de DO), ont 
respectivement des parties a forts taux de croissance 131A, 
131B et 131C, des parties a faibles taux de croissance 132A, 
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132B et 132C et des plateaux de transition 133A, 133B et 

133C. 

La comparaison de ces courbes de croissance 123- 
125 montre que la souche FY73, apres avoir consomme tout 
5 le glucose du milieu, pousse tres lentement sur I'ethanol 
produit par fermentation du glucose. En revanche, les 
souches FY23 et FY1679 ont une croissance plus rapide sur 
ethanol (parties a pentes faibles 132A et 132C). De plus, les 
plateaux 133B et 133C de diauxie des souches FY73 et 
10 FY1679 sont inities a une turbidite plus basse (a 12,8 unites 
de DO) que le plateau 133A de la souche FY23 (a 14,8 unites 
de DO). 

D'autres resultats, representes sur la Figure 14 selon 
I'axe 63 de temps en heures et un axe 64 donnant le 

15 logarithme neperien de la turbidite T (InDO), represented les 
courbes de croissance 127 et 128, respectivement, du mutant 
FYBL2-5D/Dn049 et de la souche FY23. Les courbes 127 et 
128 comportent respectivement des parties a fort taux de 
croissance 131D et 131E, des parties a faible taux de 

20 croissance 132D et 132E et des plateaux de transition 133D 
et 133E. On constate que la souche FY23 a un taux de 
croissance egal a 0,545 h" 1 , qui est presque le double du 
taux de croissance de la souche FYBL2-5D/Dn049, egal 
0,286 h* 1 . 

25 Une courbe de croissance 129 d'une culture cyclique de 

FY1679 dont les dilutions sont completement pilotees par 
micro-ordinateur, representee sur la Figure 15, comporte une 
succession de cycles 141-143 similaires. Chacun de ces 
cycles inclut une partie a fort taux de croissance 131 et une 

30 partie a faible taux de croissance 132, separees par un 
plateau de transition 133. La dilution est declenchee en un 
point de dilution 135, 24 heures apres le debut de la culture. 
La dilution peut etre egalement declenchee lorsque le taux de 
croissance est devenu quasi-nul, ou apres une certaine duree 

35 de phase stationnaire de la culture. 



5DOCID: <WO 9927349A1_I_> 



WO 99/27349 PCT/FR98/02542 

38 



Dans un autre mode de realisation, I'appareil de mesure 
comprend : 

- un couple emetteur/recepteur de lumiere integre a 
I'appareil, 

5 - un dispositif d'interfa9age comportant un bus de 

circulation de donnees entre un dispositif de traitement 
automatise des donnees et un ou plusieurs boitiers de 
mesure, et de relais, 

- un dispositif de traitement automatise des donnees, 
10 tel qu'un micro-ordinateur, muni de cartes electroniques 

permettant de commander le flux de donnees au sein du bus 
de donnees et d'une carte electronique ou d'un logiciel 
capable de traiter mathematiquement les donnees collectees. 
Le ou les boTtier(s) de mesure comprennent 
15 avantageusement chacun une ou plusieurs cartes de relais, 
destinees a activer des electrovannes, et une ou plusieurs 
cartes de mesure. Ces dernieres comportent: 

- un systeme de mesure relie a I'emetteur et au 
recepteur, et 

20 - un convertisseur digital/analogique permettant de 

traiter les donnees venant du bus et ainsi de fixer une 
tension adequate a appliquer a I'emetteur afin de maintenir la 
tension de reference du recepteur. 

Avantageusement, un boTtier de mesure comprend, par 

25 exemple, dix cartes de mesure et cinq cartes de relais 
chacune des cartes de mesure etant reliee a un 
microfermenteur et les cartes de relais etant reliees aux 
electrovannes. 
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REVENOICATIONS 

1. Appareil de mesure d'au moins une propriete optique 
(T, A, F) d'un milieu (1), comprenant: 

- une source de lumiere (3) destinee a emettre un 
5 faisceau lumineux (11) d'intensite variable vers et dans le 

milieu (1), 

- des moyens de detection (4) destines a mesurer 
I'intensite du faisceau renvoye (12) par le milieu (1), 

- des moyens de commande (6) de ('intensite du 
10 faisceau emis (11) par la source (3), 

- des moyens de stockage destines a stocker une valeur 
representative (V2) d'uhe intensite nominate du faisceau 
renvoye (12), 

- un systeme de regulation par retroaction (7) relie aux 
15 moyens de commande (6), aux moyens de detection (4) et 

aux moyens de stockage, agissant sur les moyens de 
commande (6) de fagon a ce que I'intensite mesuree du 
faisceau renvoye (12) soit egale a I'intensite nominate, et 

- des moyens de lecture de I'intensite du faisceau emis 
20 (11), pour ladite intensite nominale du faisceau renvoye (12), 

lesdites intensites du faisceau emis (11) et nominale du 
faisceau renvoye (12) etant representatives de ladite au 
moins une propriete optique (T, A, F) du milieu (1), 
caracterise en ce que ledit appareil comprend des moyens 
25 d'ajustement de I'intensite nominale, relies auxdits moyens 
de lecture et de stockage, destines a ajuster I'intensite 
nominale de fa<?on que I'intensite stabilisee du faisceau emis 
(11) soit incluse dans une plage predeterminee. 

2. Appareil de mesure selon la revendication 1, 
30 caracterise en ce que les moyens de stockage sont destines 

a stocker une intensite de saturation et en ce que les moyens 
d'ajustement regulent I'intensite nominale a une valeur 
moindre lorsque I'intensite stabilisee du faisceau emis (11) 
est superieure a I'intensite de saturation. 
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3. Appareil de mesure selon I'une des revendications 1 
ou 2, caracterise en ce que la source de iumiere (3) et/ou les 
moyens de detection (4) sont destines a mesurer I'intensite 
du faisceau renvoye (12) autour d'au moins une longueur 
5 d'onde, chacune desdites au moins une propriete optique (T, 
A, F) du milieu (1) correspondant a I'une desdites au moins 
une longueur d'onde. 

4. Appareil de mesure selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que lesdites au moins 

10 une propriete optique du milieu (1) comprennent la turbidite 
(T) du milieu (1 ). 

5. Appareil de mesure selon la revendication 4, 
caracterise en ce que la source de Iumiere (3) et/ou les 
moyens de detection (4) sont destines a des mesures en 

15 infrarouge. 

6. Appareil de mesure selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que ladite au moins 
une propriete optique du milieu (1) comprend I'absorbance 
(A) du milieu (1). 

20 7. Appareil de mesure selon I'une quelconque des 

revendications 1 a 3, caracterise en ce que ladite au moins 
une propriete optique du milieu (1) comprend la fluorescence 
(F) du milieu (1). 

8. Appareil de mesure selon I'une quelconque des 

25 revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il comprend une 
unite de traitement (5) reliee aux moyens de commande (6) et 
de regulation par retroaction (7) et comportant les moyens de 
stockage, les moyens de stockage etant destines a stocker 
au moins une equation determinee par une courbe 

30 d'etalonnage (101-117) donnant ladite au moins une 
propriete optique (T, A, F) du milieu (1) en fonction de 
I'intensite du faisceau emis (11) pour respectivement au 
moins une valeur de I'intensite du faisceau renvoye (12), et 
en ce que I'unite de traitement extrait ladite au moins une 

35 propriete optique (T, A, F) du milieu (1) a partir de I'intensite 
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stabilisee du faisceau emis (11) pour une desdifes valeurs de 
I'intensite nominale, d'une part, et de I'equation 
correspondant a ladite valeur de I'intensite nominale, d'autre 
part. 

9. Appareil de mesure selon la revendication 8, 
caracterise en ce que I'unite de traitement (5) comprend une 
unite centrale (8) et au moins une carte de conversion 
analog ique/numerique et numerique/analogique, cou plant 
I'unite centrale (8) au moyens de commande (6) et aux 
moyens de regulation (7). 

10. Appareil de mesure selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il comporte 
une horloge, des moyens d'enregistrement dans les moyens 
de stockage de valeurs representatives (V1, T, A, F) de ladite 
au moins une propriete optique du milieu (1), ainsi que des 
moyens d'activation repetee du systeme de regulation par 
retroaction (7) et des moyens d'enregistrement. 

11. Appareil de mesure selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que le systeme 
de regulation par retroaction (7) et les moyens de commande 
(6) sont tels que legalisation de Tintensite mesuree et de 
I'intensite nominale du faisceau renvoye (12) est obtenue de 
maniere continue. 

12. Microfermenteur (20, 41-48) caracterise en ce qu'il 
est muni d'un appareil de mesure selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 11. 

1 3. Microfermenteur selon la revendication 12, 
caracterise en ce qu'il comprend: 

- un tube (2) ferme par un bouchon (22), destine a 
contenir une culture (1), 

- une premiere canalisation (23, 24, 25, 33, 54, 55) 
destinee a injecter de Tair ou du gaz steriles (14) et du milieu 
de culture (15) dans la culture (1), et 

- une seconde canalisation (27, 37, 57), destinee a 
recuperer des effluents (17), 
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le tube (2) et toutes les canalisations (23-27, 33, 36, 37, 54, 
55, 57) etant sous pression. 

14. Microfermenteur selon Tune des revendications 12 
ou 13, caracterise en ce qu'il comprend un systeme de 

5 dilution destine a diluer une culture et en ce que I'appareil de 
mesure comprend une horloge et une unite de traitement 
informatique (5) reliee au systeme de dilution, I'unite de 
traitement declenchant cycliquement le systeme de dilution. 

15. Microfermenteur selon la revendication 14, 
10 caracterise en ce que I'unite de traitement informatique (5) 

active de maniere repetee le systeme de regulation par 
retroaction (7), enregistre dans les moyens de stockage des 
valeurs representatives (V1, T, A, F) de ladite au moins une 
propriete optique, et declenche le systeme de dilution 
15 lorsqu'elle constate sur une pluralite des dernieres valeurs 
enregistrees une stagnation de ladite au moins une propriete 
optique (T, A, F) du milieu (1). 

16. Microfermenteur selon Tune quelconque des 
revendications 12 a 15, caracterise en ce que les 

20 canalisations (23-27, 33, 36, 37, 54, 55, 57) sont raccordees 
au moyen de connecteurs (200) comportant chacun une 
partie male (201) reliee a une premiere (211) des 
canalisations, une partie femelle (202) reliee a une deuxieme 
(214) des canalisations et des moyens de connexion (221, 

25 237) de la partie male (201) a la partie femelle (202), 
chacune desdites parties male (201) et femelle (202) 
comprenant: 

• une extremite (219, 233) allongee et creuse reliee a ladite 
canalisation (211, 214) correspondant a ladite partie (201, 

30 202) et communiquant avec ladite canalisation, et 

• un fourreau (220, 234) allonge, entourant ladite extremite 
(219, 233) et relie a ladite canalisation (211, 214), 
Textremite (219) de la partie male (201) etant introduite 
dans I'extremite (233) de la partie femelle (202), le 

35 fourreau (220) de Tune des parties (201) etant introduit 
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dans le fourreau (234) de I'autre partie (202) et lesdits 
fourreaux (220, 234) etant fixes Tun a I'autre par les 
moyens de connexion (221, 237). 

17. Microfermenteur selon la revendication 16, 
5 caracterise en ce que le fourreau (220) de la partie male 

(201) est introduit dans le fourreau (234) de la partie femelle 

(202) . 

18. Microfermenteur selon Tune des revendications 16 
ou 17, caracterise en ce que les moyens de connexion (221, 

10 237) comprennent une bague de serrage (221) reliee a la 
canalisation (211) correspondant au fourreau (220) recepteur 
et un systeme de fixation (237) prevu sur le fourreau (234) 
introduit dans le fourreau (220) recepteur et cooperant avec 
ladite bague (221). 

15 19. Connecteur (200) conforme a Tune quelconque des 

revendications 16 a 18. 

20. Partie male (201) ou femelle (202) conforme a Tune 
quelconque des revendications 16 a 18. 

21. Procede de mesure d'au moins une propriete 
20 optique (T, A, F) d'un milieu (1), dans lequel: 

- on emet un faisceau lumineux (11) d'intensite variable 
vers le milieu (1 ), et 

- on mesure 1'intensite du faisceau renvoye (12) par le 
milieu (1), 

25 - on ajuste I'intensite du faisceau emis (11) de fagon a 

ce que I'intensite du faisceau renvoye (12) soit egale a une 
intensite nominale fixee, 

- on lit I'intensite stabilisee du faisceau emis (11) ainsi 
obtenue, et 

30 - on rapporte une valeur representative de I'intensite 

stabilisee a une equation determinee par une courbe (101- 
117) donnant ladite au moins une propriete optique (T> A, F) 
en fonction de la valeur representative de I'intensite 
stabilisee du faisceau emis (11) pour ladite intensite 
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nominale du faisceau renvoye (12), de facon a extraire ladite 
au moins une propriete optique (T, A, F) du milieu (1), 
caracterise en ce qu'on ajuste I'intensite nominale de facon 
que I'intensite stabilisee du faisceau emis (11) soit incluse 
5 dans une plage determinee. 
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(57) Abstract 

The invention concerns an apparatus and a method for measuring at least one optical characteristic, which can include in particular 
turbidity (T), absorbance (A) and fluorescence (F), of a medium (1), and a micro-bioreactor, a connector and associated male and female 
parts. The apparatus comprises a light source (3) provided with means for controlling (6) the intensity of the beam transmitted (1 1) by the 
source, a photodetector (4) for measuring the intensity of the beam reflected (12) by the medium, a feedback regulating system (7) operating 
on the control means such that the measured intensity of the reflected beam is equal to a predetermined nominal intensity, and means for 
reading the transmitted beam intensity, said intensity representing the medium optical characteristic(s). The apparatus also comprises means 
for adjusting the nominal intensity, such that the transmitted beam stabilised intensity is within a predetermined range. The invention is 
applicable to micro-bioreactors. 

(57) Abrege* 

L' invention concerne un appareil et un proc6de de mesure d'au moins une proprtetd optique, pouvant inclure notamment turbidite 
(T), absorbance (A) et fluorescence (F), d'un milieu (1), ainsi qu'un microfermenteur, un connecteur et des parties male et femelle associds. 
L'appareil comprend une source de lumiere (3) equipee de moyens de commande (6) de l'intensit£ du faisceau emis (1 1) par la source, un 
photodetecteur (4) destine a mesurer 1'intensite du faisceau renvoyd (12) par le milieu, un systeme de regulation par retroaction (7), agissant 
sur les moyens de commande de facon a ce que Pintensite mesuree du faisceau renvoye soit egale a une intensite nommale preterm in6e, 
et des moyens de lecture de Pintensite du faisceau emis, cette intensite etant representative de la ou des propridt£(s) optique(s) du milieu 
L'appareil comprend aussi des moyens d'ajustement de Pintensite nominale, de facon que Pintensite stabilised du faisceau emis soit inclusc 
dans une plage determinee. Application a des microfermenteurs. 
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APPAREIL ET PROCEDE DE MESURE DE PROPRIETES OPTIQUES PAR CONTROLE RETROACTIF 

La presente invention est relative a un appareil et a un 
precede de mesure de proprietes optiques d'un milieu, ainsi 
qu'a un microfermenteur correspondant. Ces proprietes 
optiques peuvent inclure notamment la turbidite, Tabsorbance 
5 et la fluorescence du milieu, a une ou plusieurs longueurs 
d'onde ou sur des domaines spectraux predetermines. 

Dans de nombreux laboratoires de biologie et 
egalement dans certaines industries, il est tres souvent 
necessaire de cultiver des micro-organismes en milieu liquide 

10 et de mesurer la concentration des cellules a differentes 
etapes de la culture. Cette quantification peut etre faite de 
maniere directe sur des echantillons, par comptage des 
cellules ou par mesure du poids sec. Quoique tres precises, 
ces methodes sont longues et fastidieuses et il est plus aise 

15 de faire une evaluation de la quantite de cellules de maniere 
indirecte, en mesurant par exemple la disparition de substrats 
_ou I'apparition de composes intracellulaires (NADH ....), ou 
extracellulaires (aicools, acides organiques ....). Cependant, 
les methodes les plus commodes et les plus utilisees pour 

20 evaluer les concentrations cellulaires de cultures reposent 
sur des proprietes optiques de ces dernieres. 

Quand la matiere est frappee par des radiations 
electromagnetiques, celles-ci interagissent avec les charges 
electroniques des atomes: une partie de ces rayonnements 

25 traverse la matiere sans changement de direction 
(rayonnement transmis) et Tautre est diffusee dans toutes les 
directions de Tespace, chaque particule eclairee se 
comportant alors comme une source lumineuse. La quantite 
de lumiere diffusee par les particules presentes dans le 

30 milieu liquide augmente avec le nombre et la taille de ces 
particules; de plus, dans le cas ou les particules sont des 
micro-organismes, il a ete montre que la diffusion de la 
lumiere ne se produit pas d'une maniere homogene dans 
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toutes les directions de I'espace mais en majorite dans une 
direction proche de celle du faisceau incident. 

C'est en raison de ces phenomenes de diffusion que les 
cultures liquides de micro-organismes ont un aspect trouble, 
5 dont la densite augmente avec la concentration cellulaire. 
Les dispositifs qui permettent de quantifier ce trouble, ou 
turbidimetres, mesurent la turbidite de ces cultures. 

Parmi les turbidimetres existant, on distingue les 
appareils de mesure en discontinu, avec lesquels on mesure 

10 de maniere repetee la lumiere transmise et/ou reflechie par 
un milieu liquide, et les appareils de mesure en ligne, pour 
lesquels des sondes de mesure de turbidite sont introduites a 
I'interieur d'un milieu liquide et reliees a un systeme 
d'enregistrement. 

15 Les appareils de mesure en discontinu, tels que 

nephelometres, colorimetres, spectrophotometres et 
turbidimetres mixtes, ne permettent pas, pour la plupart 
d'entre eux, de mesurer des turbidites elevees. En effet, leur 
gamme de mesure ne s'etend habituellement pas au-dela de 

20 1000 NTU (Nephelometric Turbidity Units) et est le plus 
souvent beaucoup plus limitee encore. II est done necessaire 
de diluer des echantillons, ce qui augmente les risques 
d'erreur et la quantite de travail a fournir pour un 
experimentateur. En outre, la prise d'echantillons elle-meme 

25 est tres contraignante, car elle necessite la presence d'un 
experimentateur a intervalles reguliers pendant toute la duree 
d'une culture. Certains turbidimetres mixtes ont ete congus 
pour couvrir une plus large gamme de turbidite, mais il s'agit 
d'appareils couteux. 

30 Les turbidimetres en ligne, dont les gammes de mesure 

peuvent etre assez vastes, ont pour inconvenients de 
necessiter des volumes de culture important (1 litre environ) 
a cause de Tencombrement des sondes introduites a 
Tinterieur des cultures, ce qui limite leur utilisation au sein de 

35 fermenteurs. De plus, les cultures en fermenteurs sont 
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generalement aerees et agitees, ce qui* provoque de 
nombreuses bulles perturbant fortement les mesures de 
turbidite. Ces dispositifs sont aussi penalises par leur cout 
eleve. 

5 La demande Internationale de brevet WO-92/1 3.482 

divulgue un appareil et une methode de mesure d'un 
parametre sanguin. L' appareil comprend une source de 
lumiere rouge et une source de lumiere infrarouge dirigeant 
de la lumiere vers un echantillon sanguin et un detecteur 

10 recevant la lumiere provenant des deux sources et renvoyee 
par le sang. Une boucle de retroaction optique est utilisee 
pour chacune des deux sources de maniere a ce que 
I'intensite de la lumiere regue par le detecteur soit 
approximativement constante pour une plage de valeur du 

15 parametre sanguin, ce qui permet une commande precise des 
sources de lumiere. Des courbes de reference permettent de 
deduire deux parametres sanguins des signaux de retroaction 
obtenus respectivement pour chacune des deux sources. 

Un inconvenient de cette technique est qu'elle est 

20 limitee notamment par les capacites d'emission des sources 
de lumiere et ne permet ainsi de couvrir qu'une plage 
restreinte de mesure avec une sensibilite suffisante. De plus, 
Tobtention de chaque resultat requiert un delai de 
stabilisation qui penalise la rapidite des mesures. Une 

25 analyse en serie d'un grand nombre d'echantillons ou des 
mesures sur des milieux heterogenes et/ou perturbes par une 
circulation de bulles de gaz s'avere ainsi tres difficile, ou 
meme exclue. Par ailleurs, des imprecisions risquent d'etre 
generees lors de Texploitation des signaux de retroaction, en 

30 raison de la derive de valeurs capacitives. 

Le brevet US-4. 447-1 50 concerne un dispositif et une 
methode de mesure de proprietes et de parametres sanguins, 
utilises pour mesurer le niveau de saturation d'oxygene 
sanguin. L'appareil divulgue comporte deux sources de 

35 lumiere emettant respectivement a deux longueurs d'onde 
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distinctes et un detecteur rnesurant la lumiere provenant de 
deux sources et renvoyee par du sang. La lumiere reflechie 
ou transmise par le sang est maintenue a un niveau constant 
au moyen d'une boucle de retroaction optique. De plus, le 
5 rapport de deux tensions correspondant respectivement a des 
lumieres mesurees en provenance des deux sources donne le 
pourcentage de saturation de I'oxygene sanguin. 

Cette technique presente egalement 1'inconvenient de 
ne pas permettre une large plage de mesures, ainsi que les 
10 autres inconvenients mentionnes pour le document WO- 
92/13.482. 

La presente invention vise un appareil et un procede de 
mesure n'ayant pas les inconvenients precedents, et 
permettant ainsi notamment d'effectuer des mesures dans 
15 differentes gammes de valeurs tout en maintenant une bonne 
sensibilite. 

L'appareil et le procede de Tinvention peuvent aussi 
offrir une grande rapidite de mesure et une bonne precision. 

En particulier, Tinvention a pour objet un appareil de 
20 mesure de turbidite capable de mesurer, avec precision, la 
turbidite de cultures microbiennes sur une large gamme de 
valeurs, fiable, facile d'utilisation, aisement adaptable a des 
microfermenteurs et pouvant etre peu encombrant et bon 
marche. 

25 L'invention a aussi pour objet un appareil de mesure 

d'absorbance et un appareil de mesure de fluorescence, 
capables de mesurer avec les memes avantages precites 
I'absorbance moleculaire et/ou la fluorescence d'un milieu, et 
plus generalement, l'invention vise un appareil de mesure 

30 d'une ou plusieurs proprietes optiques d'un milieu, liquide ou 
solide. 

L'invention concerne un tel appareil de mesure 
avantageusement automatise, et permettant ainsi de realiser 
des experiences de longues durees sans intervention d'un 
35 experimentateur. 
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L'invention a eg a I erne nt pour objet un tel appareil de 
mesure adaptable a des microfermenteurs en batterie, 
rendant possible d'effectuer des mesures simultanees pour 
les differents microfermenteurs. 
5 L'invention est egalement relative a un microfermenteur 

muni d'un appareil de mesure ayant les qualites precedentes. 

L'invention a notamment pour objet un microfermenteur 
ayant des systemes d'alimentation en milieu de culture et en 
gaz qui sont simples et fiables, protege de toute 
10 contamination exterieure et capable de recevoir des cultures 
de petits volumes. De meme, le systeme protege I'exterieur 
de contaminations par la culture elle-meme. 

L'invention concerne egalement un microfermenteur a 
prelevements automatises pour certains stades de turbidite, 
15 d'absorbance, et/ou de fluorescence, predetermines et un 
microfermenteur a dilution automatique pour cultures 
cycliques. 

L'invention a aussi pour objet un procede de mesure de 
proprietes optiques pouvant inclure notamment la turbidite, 
20 I'absorbance et la fluorescence, rendant possible des 
mesures sur une large gamme de valeurs avec une grande 
precision, une bonne fiabilite et une bonne reproducibility. 

L'invention s'applique aux domaines de la microbiologie 
et de la biotechnolog ie, et plus generalement a toute mesure 
25 de composes troubles, par exemple pour ('analyse et le 
traitement d'eaux, d'effluents agricoles ou industriels ou de 
polluants (mesure de turbidite). 

Elle s'applique aussi a des mesures in vivo ou in vitro 
de fluorescence, et plus precisement aux mesures de 
30 concentration de composes fluorescents intra ou 
extracellulaires. 

A cet effet, l'invention a pour objet un appareil de 
mesure d'au moins une propriete optique d'un milieu, 
comprenant: 
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- une source de lumiere destinee a emettre un faisceau 
lumineux d'intensite variable vers et dans le milieu, 

- des moyens de detection destines a mesurer 
Tintensite du faisceau renvoye par le milieu liquide, 

5 - des moyens de commande de Tintensite du faisceau 

emis par la source, 

- des moyens de stockage destines a stocker une valeur 
representative d'une intensite nominale du faisceau renvoye, 

- un systeme de retroaction relie aux moyens de 
10 commande, aux moyens de detection et aux moyens de 

stockage, agissant sur les moyens de commande de fagon a 
ce que Tintensite mesuree du faisceau renvoye soit egale a 
Tintensite nominale, et 

- des moyens de lecture de Tintensite du faisceau emis, 
15 pour Tintensite nominale du faisceau renvoye, ces intensites 

du faisceau emis et nominale du faisceau renvoye etant 
representatives de la ou des propriete(s) optique(s) du 
milieu. 

Seion Tinvention, Tappareil de mesure comprend des 
20 moyens d'ajustement de Tintensite nominale, relies aux 
moyens de lecture et aux moyens de stockage, destines a 
ajuster Tintensite nominale de fa?on a ce que Tintensite 
stabilisee du faisceau emis soit incluse dans une plage 
predeterminee. 

25 L'intensite nominale du faisceau renvoye est ajustable. 

De cette maniere, il est possible d'adapter Tappareil de 
mesure a une gamme donnee de valeurs de turbidite, 
d'absorbance et de fluorescence. Le choix de Tintensite 
nominale resulte d'un compromis. Elle doit etre la plus elevee 

30 possible, de maniere a ce que Tintensite du faisceau emis 
varie fortement avec la turbidite, I'absorbance et/ou la 
fluorescence, ce qui donne a Tappareil une tres bonne 
precision de mesure. En revanche, Tintensite nominale doit 
etre suffisamment faible pour pouvoir couvrir toute la gamme 

35 souhaitee sans que Tintensite du faisceau emis ne depasse 
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un seuil d'emission maximale de la source, provoquant sa 
saturation et/ou sa deterioration. 

Get appareil peut ainsi autoriser des mesures dans 
differentes gammes de valeurs, des plus faibles aux plus 
5 elevees, tout en gardant une sensibilite optimale. Dans I'etat 
de la technique, au contraire, la plage de mesure est figee et 
est associee a la tension de reference utilisee. 

Notament, I'appareil rend possible des mesures de 
turbidite sur une large gamme de densites optiques avec une 

10 bonne precision. On obtient ainsi sans difficulty une gamme 
s'etendant de 45 a plus de 17.000 NTU, ce qui correspond 
pour une suspension de levure Saccharomyces cerivisiae, 
respectivement a 0,2 et plus de 75 unites de densite optique 
(DO) a 600 nm avec une erreur de 2% environ. Cet appareil 

15 offre aussi une bonne fiabilite et une bonne reproducibility 
des mesures, correspondant a une faible dispersion des 
valeurs. Pour differents organismes, des courbes de 
correspondance entre turbidites et concentrations de cellules 
peuvent etre faites aisement. 

20 De plus, I'appareil de mesure selon ('invention peut etre 

fabrique a bas cout de realisation, car il peut reposer sur 
I'emploi de composants electroniques peu nombreux et bon 
marche. 

Les moyens de stockage sont avantageusement 
25 destines a stocker une intensite de saturation et les moyens 
d'ajustement regulent Tintensite nominale a une valeur 
moindre lorsque Tintensite stabilisee du faisceau emis est 
superieure a I'intensite de saturation. 

Les valeurs pouvant etre prises par I'intensite nominale 
30 sont avantageusement predetermines. 

L'ajustement d'intensite nominale est ainsi automatise, 
ce qui permet notamment de suivre la turbidite d'un milieu 
evolutif, sur une large gamme de turbidite et avec une tres 
bonne precision. II est particulierement interessant d'utiliser 
35 une diode luminescente, emettant preferentiellement dans 
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I'infrarouge autour de 880 nm, pour cet ajustement 
automatise. En effet, ia tension appliquee aux bornes de la 
diode emettrice lors de remission du faisceau lumineux 
evolue proportionnellement avec la turbidite, et on obtient 
5 une excellente precision de mesure. 

Le milieu mesure peut etre liquide ou solide (gels, 
preparations pour microscopie). 

La ou les propriete(s) optique(s) mesuree(s) sont 
avantageusement choisies parmi la turbidite T, Tabsorbance 
10 A ou la fluorescence F du milieu, pour un couple donne des 
spectres d'emission et de reception. Dans divers modes de 
realisation, la lumiere est emise et regue selon 
respectivement les modalites suivantes: 

- source de lumiere monochromatique, ou a plus large 
15 bande, detection a une longueur d'onde correspondante 

(monochromatique ou a plus large bande), 

- source de lumiere monochromatique, ou a plus large 
bande, detection a une autre longueur d'onde (cas de 
fluorescence), 

20 - source de lumiere polychromatique, ou a plus larges 

bandes, detection a plusieurs longueurs d'onde 
correspondantes, 

- source de lumiere blanche, detection a une ou 
plusieurs longueurs d'onde selectionnees par des filtres. 

25 La detection de I'intensite du faisceau repu a plusieurs 

longueurs d'onde permet d'obtenir des informations 
complementaires sur le milieu. 

La source de lumiere est constitute d'un emetteur tei 
que par exempie diode, laser, couples ou non a une fibre 

30 optique, destine a emettre une lumiere monochromatique ou 
a bandes spectrales, eventuellement de largeurs variables, 
ou blanche. L'emission peut etre faite dans les domaines de 
TUV, du visible, de I'infrarouge proche ou lointain. 

Les moyens de detection consistent avantageusement 

35 en un ou plusieurs photodetecteur(s), tels que par exempie 
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diode(s) (phototransistor, photodarlington) ou cellule(s) 
photoelectrique(s), ayant chacun une reception 
monochromatique ou avec une plus large bande passante, 
dans les domaines de I'UV, du visible, de I'infrarouge proche 
5 ou lointain. Dans les cas de mesures dans I'infrarouge, les 
moyens de detection sont avantageusement insensibles a la 
lumiere visible, par commodite. 

Par « faisceau renvoye par le milieu », on entend un 
faisceau transmis sans interaction, diffuse, ou emis (dans les 
10 cas de fluorescence, par exemple). 

Les moyens de detection sont places a un ou plusieurs 
angle(s) approprie(s) par rapport a la direction du faisceau 
emis, preferentiellement a environ 180° (necessairement a 
environ 180° en transmission). 
15 Preferentiellement, le faisceau incident sur le milieu est 

parallele. On obtient ainsi un tres bon rapport lumiere 
renvoyee/lumiere emise. 

Chaque longueur d'onde de mesure est choisie 
preferentiellement pour donner des informations sur un type 
20 distinct de particules. 

Ainsi, pour des mesures de turbidite, deux longueurs 
d'onde distinctes permettent d'obtenir des resultats sur des 
particules de deux tailles differentes, coexistant en 
suspension. II peut par exemple s'agir de cellules infectees 
25 par des particules phagiques et de phages liberes par les 
cellules lysees. En effet, pour un type de particules donne, la 
quantite de lumiere diffusee ou transmise depend de la 
longueur d'onde detectee. De plus, plus la longueur d'onde 
est elevee, plus le rapport lumiere transmise/lumiere emise 

30 est grand. 

Une forme de realisation pour mesurer aux deux 
longueurs d'onde consiste a emettre a Taide de deux 
emetteurs de longueurs d'onde differentes Tune de I'autre, 
par exemple infrarouge et visible. Une autre forme de 

35 realisation consiste a emettre en lumiere blanche et a 
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disposer des filtres sur un detecteur de maniere a 
seiectionner les deux longueurs d'onde. 

Pour des mesures d'absorbance, deux longueurs d'onde 
distinctes en reception permettent de quantifier deux types 
5 de molecules absorbant a des longueurs d'onde distinctes, ou 
a correler des observations sur un type de particules. 

De maniere generate, des mesures a plusieurs 
longueurs d'ondes peuvent permettre de determiner la 
proportion et la nature des particules, des cellules ou des 

10 molecules des milieux analyses, et de discriminer ia tailie, la 
forme, la concentration, la nature et/ou la proportion de 
differentes especes cellulaires, particulates et/ou 
moleculaires. Le nombre de longueurs d'onde etant egal a n, 
le traitement mathematique peut etre realise grace a un 

15 systeme a n equations et a n inconnues. 

Avantageusement, I'intensite nominale (intensite fixee 
du faisceau renvoye) est choisie en fonction de la gamme de 
concentration des particules a mesurer dans le milieu, 
I'intensite nominale diminuant quand la gamme de 

20 concentration a mesurer augmente. 

L'appareil de mesure selon I'invention ne mesure pas 
simplement la lumiere renvoyee par un milieu liquide pour 
determiner la turbidite, I'absorbance ou la fluorescence, mais 
I'energie fournie par la source permettant d'obtenir une 

25 quantite fixee de lumiere renvoyee. Cette energie, ou 
intensite du faisceau emis, donne la turbidite, I'absorbance 
ou la fluorescence du milieu liquide ou solide, pour chaque 
longueur d'onde de mesure, au moyen d'une relation 
mathematique simple etablie grace a des courbes 

30 d'etalonnage. Ainsi, lorsque la source de lumiere emet une 
lumiere infrarouge autour de 880 nm, la quantite d'energie 
transmise par le milieu est inversement proportionnelle a la 
turbidite du milieu traverse et le systeme de retroaction 
electronique ajuste automatiquement le faisceau emis pour 

35 que la lumiere renvoyee soit egale a une valeur fixee. 
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Dans le cas de mesure de fluorescence, la quantite de 
lumiere renvoyee est proportionnelle a Tintensite du faisceau 
emis et a la concentration de la substance fluorescente. De 
plus, elle est affectee par des phenomenes de filtre interne. 
5 L'appareil de mesure permet aussi de s'affranchir de 

tous prelevements autres que pour des analyses 
d'echantillon, ce qui facilite les manipulations, supprime des 
risques d'erreur au cours de dilutions subsequentes a des 
prelevements et reduit les risques de contamination d'une 

10 culture ou de I'environnement (par exemple dans le cas de 
cultures de pathogenes). 

Avantageusement, l'appareil de mesure peut etre 
entierement exterieur au milieu liquide. Ainsi, dans le cas ou 
ce milieu comprend une culture, l'appareil n'a pas a etre 

15 sterilise et ne risque pas de se deteriorer par encrassement 
ou recouvrement par des biofilms. 

Preferentiellement, l'appareil de mesure est automatise, 
notamment par un enregistrement automatique des donnees 
et par un ajustement automatique de I'intensite nominale du 

20 faisceau renvoye. Ainsi, il est possible de realiser des 
experiences de longue duree sans intervention d'un 
experimentateur, notamment pour le suivi de cultures de jour 
comme de nuit sans la moindre surveillance humaine. 

Un autre avantage de Tappareil de mesure est sa 

25 capacite d'adaptation a une grande variete de milieux 
liquides, et notamment a des cultures continues de tous 
types, telles que par exemple chemostat, turbitostat ou 
cultures cycliques. 

Preferentiellement, la source de lumiere et/ou les 

30 moyens de detection sont destines a mesurer Tintensite du 
faisceau renvoye autour d'au moins une longueur d'onde, la 
ou les propriete(s) optique(s) du milieu correspondant 
chacune a la, ou a Tune des, longueur(s) d'onde. 
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Dans un premier mode prefere de realisation, la, ou les, 
propriete(s) optique(s) du milieu comprennent la turbidite du 
milieu. 

Les moyens de detection sont alors disposes 
5 preferentiellement dans la direction du faisceau emis, en 
transmission, le rapport intensite regue/intensite emise etant 
optimal. Dans une variante de realisation, certains au moins 
des moyens de detection sont disposes en biais par rapport a 
la direction du faisceau emis, de fa?on a detecter de la 

10 lumiere diffusee. 

Dans le premier mode de realisation, la source de 
lumiere et/ou les moyens de detection sont preferentiellement 
destines a des mesures en infrarouge, avantageusement 
autour de 880 nm. 

15 II est par exemple interessant que la source de lumiere 

soit une diode luminescente ou LED, emettant en infrarouge. 

L'emission en lumiere infrarouge avec des longueurs 
d'onde variant de 840 nm a 920 nm avec un pic de 880 nm 
simplifie la mise en oeuvre de I'appareil de mesure et donne 

20 une bonne precision. En effet, la diffusion de la lumiere 
dependant de la longueur d'onde, I' utilisation de lumiere 
blanche, par exemple, risque d'etre plus difficile a mettre en 
oeuvre et de donner des resultats moins precis qu'une 
lumiere presque monochromatique en infrarouge. De plus, les 

25 rayonnements infrarouges traversent mieux la matiere, ce qui 
est favorable pour la mesure de fortes turbidites. Une 
emission a d'autres longueurs d'onde ou en lumiere blanche 
est cependant egalement possible. 

Dans un deuxieme mode prefere de realisation, la ou 

30 les propriete(s) optique(s) du milieu comprennent 
I'absorbance du milieu, Tinvention s'appliquant alors a la 
colorimetrie et a la spectrophotometrie sur du milieu liquide 
ou solide. 
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Dans un troisieme mode prefere de realisation, la, ou 
les, propriete(s) optique(s) du milieu comprennent la 
fluorescence du milieu. 

Ainsi, la GFP (Green Fluorescence Protein) presente 
naturellement chez la meduse Aequora victoria emet par 
fluorescence, lorsqu'elle est excitee par des lumieres UV ou 
bleue (2 pics d'excitation a 395 et 475 nm), une lumiere 
verte, a differentes longueurs d'onde (509 et 540 nm), ce qui 
permet de la distinguer de la lumiere incidente ou diffusee. 
L'emission ne necessite la presence d'aucun substrat ou 
cofacteur. II existe des versions modifiees du gene codant 
pour cette proteine ce qui a pour effet d'ameliorer son 
rendement quantique et de modifier son spectre d'emission 
(HELM, R., Nature, vol. 373, pp. 663-664, 1995). 

De meme, il est possible de quantifier des composes 
intracellulars ou extracellulaires emettant par fluorescence. 
Par exemple: 



Fluorophore 


Longueur d'onde 
d'excitation 


Longueur d'onde de 
fluorescence (emission) 


NADH, NADPH 


350 


450 


FAD 


450 


520 


Amino-acide 






aromatiques 


275 


310 


Tryptophane 


289 


330-360 


Nucleotides 


280 


375 


Riboflavines 


445 


520 


Pyridoxine 


313 


385-415 
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Antibiotiques 


variable 


variable 


F(420) 


425 


472 



Ainsi, le NADH, coenzyme d'oxydo-reduction, emet une 
fluorescence a 450 nm quand il est excite par une lumiere de 
longueur d'onde de 350 nm (le NAD forme oxydee ne produit 
5 pas de fluorescence). Au cours de la croissance cellulaire, la 
quantite de NADH varie avec la concentration cellulaire (Li. 
J., Biotechnology and Bioengineering, vol.37, pp. 1043-1049, 
1991). 

II en est de meme pour differents colorants ou 
10 chromophores (appeles aussi fluorochromes ou fluorophores) 
fluorescents (fluoresceine, anticorps fluorescents, pigments, 
quinine ....). 

[-'introduction dans differentes cellules (procaryotes ou 
eucaryotes) des genes codant pour la GFP et leur expression 
15 dans differentes conditions permet le monitorage en continu 
de la fluorescence. Uappareil de mesure selon Tinvention 
permet aussi d'etudier des effets de filtre interne de milieux 
fluorescents. 

Ce troisieme mode de realisation a des applications 
20 dans de nombreux domaines, comme la quantification de 
substances fluorescentes dans des gels, des « blots », des 
microplaques. De plus, des etudes in vivo sont possibles, 
comme la mesure d'expression de genes par le suivi de 
fluorescence des proteines « tagees » pour lesquelles ils 
25 cedent, permettant a la fois la quantification et la localisation 
cellulaires de ces dernieres. Ces mesures faites en 
fermenteurs permettent en outre de faire des analyses en 
fonction du temps, de I'etat physiologique des cellules et des 
conditions d'environnement de la culture. 
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De maniere preferee, lappareil de rnesure comprend 
une unite de traitement reliee aux moyens de lecture et 
comportant les moyens de stockage, les moyens de stockage 
etant destines a stocker au moins une equation determinee 
5 par une courbe d'etalonnage donnant la ou les propriete(s) 
optique(s) du milieu en fonction de Tintensite du faisceau 
emis pour respectivement au moins une valeur de Tintensite 
nominate du faisceau renvoye. L'unite de traitement extrait 
alors la ou les propriete(s) optique(s) du milieu a partir de 
10 Tintensite stabilisee du faisceau emis pour une des valeurs 
de I'intensite nominaie, d'une part, et de ('equation 
correspondant a cette valeur de I'intensite nominaie, d'autre 
part. 

De cette fa?on, la determination de la turbidite, de 
15 I'absorbance et/ou de la fluorescence du milieu a partir des 
mesures est automatisee, et peut etre effectuee en temps 
reel. 

II est alors avantageux que I'unite de traitement 
comprenne une unite centrale et au moins une carte de 
20 conversion analogique/numerique et numerique/analogique, 
couplant I'unite centrale aux moyens de commande et aux 
moyens de regulation. 

De telles cartes permettent de s'affranchir d'etages 
convertisseurs courant/tension et tension/courant. 
25 De plus, I'unite de traitement extrait preferentiellement 

la propriete optique du milieu directement a partir d'une 
valeur proportionnelle a I'intensite du faisceau emis. 

Cette realisation contraste avec les techniques 
connues, dans lesquelles les proprietes optiques sont 
30 obtenues a partir de signaux de retroaction, qui doivent 
passer par un systeme d'integration pour etre exploitables. 
EHe evite ainsi introduction d'imprecision sur les resultats. 

Avantageusement, Tappareil de mesure comporte une 
horloge, des moyens d'enregistrement dans les moyens de 
35 stockage de valeurs representatives de la, ou des, 
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propriete(s) optique(s) du milieu, ainsi que des moyens 
d'activation repetee du systeme de retroaction et des moyens 
d'enregistrement. 

L'enregistrement des resultats est ainsi automatise, les 
5 mesures etant avantageusement effectuees a intervalles 
reguliers afin de pouvoir suivre revolution de la propriete 
optique au cours du temps. Dans une premiere forme de 
realisation, les valeurs enregistrees sont celles directement 
obtenues par la lecture de Tintensite du faisceau emis, ces 

10 resultats etant traites ulterieurement. Dans une seconde 
forme de realisation, I'appareil de mesure determine les 
proprietes optiques apres chaque mesure, et ce sont elles qui 
sont enregistrees dans les moyens de stockage. 

Preferentiellement, le systeme de regulation par 

15 retroaction et les moyens de commande sont tels que 
legalisation de I'intensite mesuree et de I'intensite nominale 
du faisceau renvoye est obtenue de maniere continue. 

Ainsi, le temps de reponse est negligeable et limite 
uniquement par les temps de reponse intrinseques des 

20 composants electroniques, de I'ordre de la nanoseconde. 
Cette realisation contraste avec les techniques connues, 
dans lesquelles I'ajustement se fait par essais successifs et 
rythmes par des impulsions periodiques. Uappareil de 
mesure peut de cette maniere procurer une tres grande 

25 rapidite de mesure, qui permet par exemple d'analyser en 
serie un tres grand nombre d'echantillons et de faire des 
mesures sur des milieux heterogenes et/ou perturbes par une 
circulation de bulles de gaz. Dans ces derniers cas, I'appareil 
de mesure est muni de moyens pour effectuer des mesures 

30 en rafales, et pour faire une analyse statistique des valeurs 
recueillies au cours de chacune de ces rafales, afin d'en 
extraire des valeurs significatives. 

L'invention a aussi pour objet un microfermenteur, muni 
d'un appareil de mesure selon I'invention. 
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Le fait que I'appareil de mesure puisse etre entierement 
exterieur au microfermenteur, qu'il ne necessite pas de 
prelevements et de dilutions correspondantes, et qu'il rende 
possible I'automatisation des mesures, permet de realiser un 
5 microfermenteur disposant d'atouts considerables. 
Notamment, un petit volume de culture suffit pour les 
mesures, ce qui ameliore la facilite d'utilisation. On beneficie 
notamment d'un faible encombrement et d'une faible 
frequence de changements des nourrices contenant les 

10 milieux de culture. De plus, le microfermenteur et ses 
systemes d'alimentation et d'elimination d'effluents peuvent 
etre completement isoles du milieu exterieur. Leur mise en 
surpression assure simplicity et fiabilite, car ('utilisation de 
tuyaux de perte de charge connue permet d'obtenir des 

15 debits precis et d'eviter des pompes couteuses et 
encombrantes. Elle offre une garantie de sterilite en 
empechant toute contamination de la nourrice par la culture 
et de la culture par Texterieur et permet la culture par 
exemple de souches pathogenes en toute securite. 

20 D'autre part, Tautomatisation des mesures rend 

possible I'automatisation de prelevements pour des densites 
optiques correspondant a des etats physiologiques precis, 
tels que par exemple, taux de croissance maximum, fin de 
croissance ou fin de phase stationnaire. Elle permet aussi 

25 deffectuer des dilutions automatiques pour cultures 
cycliques. 

Un autre avantage est que plusieurs microfermenteurs 
peuvent etre associes en batterie, independamment ou en 
cascade, chacun contenant une culture dans des conditions 
30 bien definies et reproductibles. Les appareils de mesure 
associes aux differents microfermenteurs sont alors 
avantageusement relies a un systeme central destine a 
commander des mesures en parallele. 

Dans un mode de realisation prefere, le 
35 microfermenteur comprend: 
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- un tube ferme par un bouchon, destine a contenir une 
culture, 

- une premiere canalisation, destinee a injecter de I'air 
sterile et du milieu de culture dans la culture, et 

5 - une seconde canalisation, destinee a recuperer des 

effluents, 

le tube et toutes les canalisations etant sous pression. 

Dans une realisation avantageuse pour cultures 
cycliques, le microfermenteur comprend un systeme de 

10 dilution destine a diluer une culture. L'appareil de mesure 
comprend alors une horloge et une unite de traitement reliee 
au systeme de dilution, I'unite de traitement declenchant 
cycliquement le systeme de dilution. 

Ce dispositif est tres avantageux pour faire evoluer des 

15 souches ou pour realiser des etudes physiologiques sur des 
parametres de croissance tels que, par exemple, taux et 
rendement de croissance ou mesure du temps de latence 
avant la reprise de la croissance. 

Preferentiellement I'unite de traitement active de 

20 maniere repetee le systeme de retroaction, enregistre dans 
les moyens de stockage des valeurs representatives de la, ou 
des, propriete(s) optique(s) du milieu, et declenche le 
systeme de dilution lorsqu'elle constate sur une pluralite des 
dernieres valeurs enregistrees une stagnation de la, ou des, 

25 propriete(s) optique(s) du milieu. 

Dans des variantes de realisation, I'unite de traitement 
declenche d'autres actions sur le milieu, telles que par 
exemple I'apport de diverses solutions ou de gaz, lorsqu'elle 
constate la stagnation. 

30 Dans un autre mode de realisation, I'unite de traitement 

declenche le systeme de dilution periodiquement, apres une 
duree de culture predeterminee. 

L'invention concerne aussi tout systeme muni d'un 
appareil de mesure selon Tinvention, tel que par exemple un 
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fermenteur (adaptation par excroissance ou a I'interieur), un 
appareil autonome ou un lecteur de microplaques. 

Differents types de cultures sont par ailleurs utilisables: 
cultures discontinues (batch) eventuellement avec ajout 
5 continu ou sequentiel d'un ou plusieurs substrats (fed batch); 
cultures cycliques; turbidostat, permettant un maintien de la 
turbidite d'une culture a une valeur constante par ajout du 
milieu de culture a volume constant dans un bioreacteur, de 
fa<?on que la turbidite oscille autour d'un point de consigne; 

10 ou chemostat, permettant un ajout de milieu de culture a 
volume constant dans un bioreacteur, de fa?on continue et a 
un debit inferieur au taux de croissance maximum du 
microorganisme. 

Divers moyens d'introduction des fluides peuvent etre 

15 utilises, tels que par exemple pompes, electrovannes « tout 
ou rien » ou proportionnelles, debitmetres, plusieurs 
nourrices pour differents substrats ou composes, additionnes 
en fonction du temps ou de la densite optique et/ou plusieurs 
gaz. 

20 De maniere preferee, les canalisations sont raccordees 

au moyen de connecteurs comportant chacun une partie male 
reliee a une premiere des canalisations, une partie femelle 
reliee a une deuxieme des canalisations, et des moyens de 
connexion de la partie male a la partie femelle, chacune de 

25 ces parties male et femelle comprenant: 

• une extremite allongee et creuse reliee a la canalisation 
correspondant a cette partie et communiquant avec cette 
canalisation, et 

• un fourreau allonge, entpurant cette extremite et relie a 
30 cette canalisation. 

fextremite de la partie male est introduite dans 
I'extremite de la partie femelle, le fourreau de Tune des 
parties est introduit dans le fourreau de Tautre partie et les 
fourreaux sont fixes Tun a fautre par les moyens de 
35 connexions. 
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Ainsi, les fourreaux peuvent assurer la protection des 
extremites, dans lesquelles circule un fluide. 

Preferentiellement, les connecteurs sont munis de 
bouchons qui assurent une fermeture etanche et sont 
5 sterilises a la vapeur, par autoclave par exemple. Au cours 
de la connexion, les bouchons sont otes et les extremites des 
fourreaux sont soumises a un bref contact avec une flamme, 
afin de conserver leur sterilite et celle de Tair qui est a 
proximite immediate. Ce systeme permet de maintenir froides 
10 les zones internes des parties male et femelle et autorise 
ainsi une connexion immediate sans deterioration de joints, 
tout en maintenant une parfaite sterilite. 

L'etancheite de la liaison entre les deux extremites est 
avantageusement obtenue au moyen de joints respectivement 
15 solidaires des parties male et femelle et contre lesquels 
viennent respectivement buter les extremites des parties 
femelle et male. 

Preferentiellement, le fourreau de la partie male est 
introduit dans le fourreau de la partie femelle. La protection 
20 assuree par les fourreaux est ainsi encore plus sure. 

De plus, il est interessant que les moyens de connexion 
comprennent une bague de serrage reliee a la canalisation 
correspondant au fourreau recepteur et un systeme de 
fixation (filetage, par exemple) prevu sur le fourreau introduit 
25 dans le fourreau recepteur et cooperant avec cette bague. 

La bague de serrage est avantageusement usinee pour 
contenir une butee limitant le serrage. Cette realisation evite 
une compression excessive des joints et done leur 
deterioration. 

30 Dans une autre forme de realisation, des joints toriques 

sont adjoints aux zones internes des parties male et femelle. 
lis permettent de renforcer la securite et Tetancheite. 

L'invention concerne egalement un connecteur, ansi 
que des parties male et femelle d'un tel connecteur, 
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specialement adaptes au microfermenteur de l'invention et 
repondant aux definitions ci-dessus. 

L'invention a aussi pour objet un procede de mesure 
d'au moins une propriete optique d'un milieu, dans lequel: 
5 - on emet un faisceau lumineux d'intensite variable vers 

ou dans le milieu, et 

- on mesure I'intensite du faisceau renvoye par ie 
milieu, 

- on ajuste I'intensite du faisceau emis de fa?on a ce 
10 que I'intensite du faisceau renvoye soit egale a une intensite 

nominale fixee, 

- on lit I'intensite stabilisee du faisceau emis ainsi 
obtenue, et 

- on rapporte une valeur representative de I'intensite 
15 stabilisee a une equation determinee par une courbe donnant 

la, ou les, propriete(s) optique(s) en fonction de la valeur 

representative de I'intensite stabilisee du faisceau emis pour 

I'intensite nominale du faisceau renvoye, de fa?on a extraire 

la, ou les, propriete(s) optique(s) du milieu. 
20 Selon l'invention, on ajuste I'intensite nominale de 

fagon que I'intensite stabilisee du faisceau emis soit incluse 

dans une plage predeterminee. 

D'autres avantages et buts de l'invention apparaTtront a 

la lecture d'exemples donnes ci-apres dans un but illustratif 
25 et non limitatif, en reference aux figures annexees sur 

lesquelles: 

La Figure 1 est un schema de principe d'un appareil de 
mesure selon l'invention. 

La Figure 2 represente un microfermenteur equipe d'un 
30 appareil de mesure selon l'invention. 

La Figure 3 schematise une station automatique 
comprenant huit microfermenteurs selon rinvention. 

La Figure 4 represente une section longitudinale de la 
partie male d'un connecteur selon l'invention, avec bouchon, 
35 utilise pour les microfermenteurs des figures 2 et 3. 
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La Figure 5 est une coupe transversale V-V de la partie 
male de la Figure 4. 

La Figure 6 represente une section longitudinale de la 
partie femelle du connecteur correspondant a la partie male 
5 de la Figure 4, avec bouchon. 

La Figure 7 est une coupe transversale VII-VII de la 
partie femelle de la Figure 6. 

La Figure 8 montre le connecteur assemble a partir des 
parties male et femelle des Figures 4 a 7. 
10 La Figure 9 represente un schema de realisation 

electronique d'un appareil de mesure selon I'invention, 
applicable au microfermenteur de la Figure 2 et a la station 
automatique de la Figure 3. 

La Figure 10 illustre un deuxieme mode de realisation 
15 electronique a la place de celui de la Figure 9. 

La Figure 11 illustre un troisieme mode de realisation 
electronique a la place de ceux des Figures 9 et 10. 

La Figure 12 represente un ensemble de courbes 
d'etalonnage preparees avec une culture de levure 
20 Saccharomyces cerevisiae, donnant la tension representative 
de I'intensite du faisceau emis en fonction de la turbidite pour 
un ensemble de tensions representatives de Tintensite 
nominale du faisceau transmis. 

La Figure 13 montre des courbes de croissance, 
25 donnant revolution de la turbidite, en fonction du temps 
exprime en heures, de trois souches de Saccharomyces 
cerevisiae, respectivement des types FY23, FY73 et FY1679, 
cultivees en milieu complexe YPD (extrait de levure, peptone, 
glucose) a 30°C, obtenues avec un appareil de mesure selon 
30 Tinvention. 

La Figure 14 montre en parallele les courbes de 
croissance (Logarithme neperien de la turbidite en fonction 
du temps en heures) de la souche du type FY23 et du mutant 
du type FYBL2-5D/Dn049, cultivees en milieu complexe YPD 
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a 30 o C, obtenues avec un appareil de mesure sfelon 
I'invention. 

La Figure 15 montre la courbe de croissance en culture 
cyclique automatisee de la souche du type FY1679 cultivee 
5 en milieu complexe YPD a 30°C, obtenue avec un appareil de 
mesure selon Tinvention. 

L'enseignement technique de ces figures, notamment 
les Figures 4 a 11 est considere comme faisant partie 
integrante de la description qui suit. 

10 Sur les Figures 9 a 11, des elements identiques sont 

identifies par les memes references. 

Un appareil de mesure de la turbidite T (Figure 1) d'un 
milieu liquide 1, contenue dans un recipient transparent 2, 
comprend un emetteur 3 qui emet un faisceau lumineux 11 

15 vers le milieu 1. Preferentiellement, l'emetteur est presque 
monochromatique et il emet en infrarouge, par exemple 
autour de 880 nm. 

Le faisceau 11 devient, apres traversee du milieu 1, un 
faisceau transmis 12 dont I'intensite est mesuree par un 

20 photorecepteur 4. Le photorecepteur 4 est par exemple du 
type photodarlington. De maniere preferee, l'emetteur 3, le 
recipient 2 et le photorecepteur 4 sont alignes. Dans des 
variantes de realisation, le photorecepteur 4 n'est pas aligne 
avec Temetteur 3 et le recipient 2, de telle sorte qu'il detecte 

25 un faisceau diffuse ou reflechi. Le mode de realisation 
ppefere correspond cependant a une precision optimale. 

L'emetteur 3 est relie a un bloc de commande 6, 
capable de lire et de modifier une tension U1, directement 
proportionnelle au courant 11 traversant l'emetteur 3 et par 

30 voie de consequence I'intensite du faisceau emis 11. Le 
photorecepteur 4 est relie a une unite de regulation 7 
destinee a imposer et a lire des valeurs representatives du 
faisceau transmis 12. Preferentiellement, les valeurs 
representatives du faisceau emis 11 et du faisceau transmis 
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12 sont lineairement proportionnelles aux courant 11 et 12 
traversant respectivement I'emetteur 3 et le photorecepteur 4. 

L'unite de regulation 7, reliee au photorecepteur 4 et a 
l'unite de traitement 5, est destinee a comparer une tension 
5 U2, directement proportionnelle au courant 12 traversant le 
photorecepteur 4, a une valeur de consigne V2. Cette 
derniere valeur, fournie par l'unite de traitement 5, est 
representative d'une intensite nominale du faisceau transmis 
12 pour une gamme de mesure donnee. 

10 L'unite de traitement 5, outre des moyens de traitement 

des donnees, peut notamment comprendre des moyens 
permettant d'imposer la valeur de la tension V2 a l'unite 7, 
des moyens de lecture des valeurs representatives U1 de 
I'intensite du faisceau emis 11, ainsi que des moyens de 

15 stockage des donnees. L'unite de regulation 7 est egalement 
reliee au bloc de commande 6 et agit sur celui-ci en fonction 
de I'ecart entre les tensions U2 et V2. Cette boucle de 
retroaction a laquelle concourent les unites 3, 4, 6 et 7, a 
ainsi pour fonction de reduire cet ecart a zero. A Tequilibre, 

20 la tension U2 est egale a la valeur de consigne V2 et la 
tension U1 est stabilisee a une valeur V1. 

Cette tension V1 est representative de la turbidite T du 
milieu 1. Cette tension V1 est envoyee a Tunite de traitement 
5 qui, pour une valeur de consigne V2 donnee, extrait la 

25 turbidite T de la tension V1 grace a une fonction 
mathematique etablie a partir d'une courbe d'etalonnage de 
I'appareil de mesure donnant la turbidite T en fonction de la 
tension V1 pour la valeur V2. 

Un ensemble de courbes d'etalonnage 101-117 sont 

30 ainsi tracees sur la Figure 12 selon un premier axe 61 
donnant la turbidite T en unite de DO et un second axe 62 
donnant la tension stabilisee V1 en Volts. Ces courbes 
d'etalonnage 101-117 correspondent respectivement aux 
valeurs de consigne V2 suivantes: 
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8 V, 7 V, 6 V, 5 V, 4 V, 3 V, 2 V, 1,5 V, 1 V t 0,75 V, 0,5 
V, 0,4 V, 0,3 V, 0,2 V, 0,1 V, 0,05 V, 0,025 V. 

Le choix de la valeur de consigne V2 depend de la 
gamme de turbidite T que Ton souhaite couvrir. En effet, plus 
5 la valeur de consigne V2 est elevee, plus la tension stabilisee 
V1 croTt rapidement avec la turbidite T. Etant donne que la 
tension V1 est limitee superieurement, la valeur V2 ne peut 
done pas etre maintenue pour un seuil superieur 
correspondant a cette gamme de turbidite. Pour une gamme 
10 donnee, cependant, il est avantageux de choisir la valeur de 
consigne V2 la plus grands possible, afin d'obtenir la plus 
grande pente de variation de la tension V1 en fonction de la 
turbidite T, done la meilleure precision de la mesure. 

Preferentiellement, I'appareil de mesure ajuste 
15 automatiquement la valeur de consigne V2 en fonction des 
mesures. Pour ce faire, il procede avantageusement de ia 
maniere suivante. L'unite de traitement 5 dispose d'un seuil 
superieur de la tension V1 et d'une liste de valeurs V2 
predetermines et ordonnees de maniere decroissante. Au 
20 debut d'une serie de mesures, I'unite de traitement 5 
transmet a I'unite de regulation 7 la valeur V2 la plus elevee 
de la liste, puis la boucle de retroaction ajuste la tension U1 
afin que U2 soit egale a V2. La valeur V1 de la tension U1 
est alors envoyee a I'unite de traitement 5, qui verifie a 
25 chaque mesure que la tension stabilisee V1 reste inferieure a 
la tension de seuil predeterminee. Si la tension V1 depasse 
ce seuil, I'unite de traitement 5 envoie a I'unite de regulation 
7 une valeur de consigne V2 plus faible et cette nouvelle 
valeur de consigne est adoptee pour les mesures suivantes. 
30 Dans le cas ou une relation mathematique lie la valeur V1 a 
la valeur V2 pour plusieurs plages de turbidite, il est 
egalement possible de demander a I'unite de traitement 5 de 
calculer elle-meme les valeurs de consigne V2 les mieux 
appropriees pour le calcul de la turbidite. 
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Preferentiellement, Tappareil de mesure determine 
automatiquement apres chaque mesure ia turbidite T. Cette 
determination est alors effectuee par I'unite de traitement 5 a 
partir des courbes d'etalonnage 101-117. 
5 L'appareil de mesure est avantageusement applique a 

un microfermenteur 20, comme represents sur la Figure 2. 
Dans I'exemple de realisation presente, le recipient 2 est un 
tube de verre, par exemple de section carree de 20 mm de 
cote et de 160 mm de hauteur, ce qui donne un volume de 

10 culture utile d'environ 55 a 60 ml. Plus generalement, le tube 
de verre 2 contient un volume utile avantageusement compris 
entre 10 et 60 ml. Le tube 2 est loge dans un bloc 21 en 
alliage metallique, lui-meme pose sur un bain sec 
thermostate. Le bloc lui-meme peut etre equipe d'un systeme 

15 de chauffage autonome. Le tube 2 est surmonte d'un 
bouchon 22, a travers lequel passent plusieurs petites 
canalisations en verre ou en matiere plastique. Une premiere 
de ces canalisations en verre, referencee 33, arrive au fond 
du tube 2, injectant constamment de I'air ou du gaz sterile 14 

20 dans ia culture. Elle peut aussi, a certains moments, injecter 
du milieu de culture neuf 15. Cette canalisation en verre 33 
est reliee, exterieurement au tube 2 a une canalisation 
d'alimentation 23 dans laquelle convergent les canalisations 
d'alimentation 24 et 25, respectivement en air ou gaz sterile 

25 14 et en milieu de culture 15. Les canalisations 24 et 25 sont 
preferentiellement equipees d'une electrovanne. Le 
microfermenteur 20 comprend aussi une deuxieme 
canalisation en verre 36 qui debouche a une hauteur mediane 
du tube 2 et qui permet de realiser I'inoculation et les 

30 prelevements. La canalisation en verre 36 est reliee, 
exterieurement au tube 2, a une canalisation d'extraction 26 
pour prise d'echantillon 16. 

Le microfermenteur 20 comprend egalement une 
troisieme canalisation en verre 37, placee en haut du tube 2, 

35 reliee a une bonbonne d'effluents par IMntermediaire d'une 
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canalisation d'elimination 27, exterieure au tube 2, qui 
permet d'eliminer des effluents 17. 

Les canalisations exterieures 23-27 sont 
preferentiellement souples. 
5 L'emetteur 3 et le photorecepteur 4 sont inseres dans 

des ouvertures du bloc 21 en alliage metallique, de part et 
d'autre du tube 2, et sont relies par I'intermediaire 
respectivement de fils electriques 31 et 32 au systeme de 
mesure. 

10 L'ensemble du microfermenteur 20, avec ses 

canalisations exterieures 23-27, ainsi que la nourrice 
fournissant le milieu de culture 15 au microfermenteur 20, 
sont de preference en surpression. De plus, I'air ou le gaz 
steriles 14 ne circule que dans un sens, ce qui empeche 

15 toute contamination. Les canalisations exterieures 24 et 25 
sont alors avantageusement des tuyaux de perte de charge 
connue, permettant d'obtenir des debits precis. L'ensemble 
du montage est sterilisable a la chaleur et totalement 
etanche. 

20 Dans un premier mode de realisation, I'appareil de 

mesure de turbidite est appliqud a un microfermenteur isole. 
Dans un second mode de realisation, illustre sur la Figure 3, 
un ensemble d'appareils de mesure de turbidite sont 
appliques a une batterie 40 de 8 microfermenteurs. A titre 

25 d exemple, la batterie 40 comprend 8 microfermenteurs 41-48 
du type du microfermenteur 20 decrit plus haut. L'ensemble 
des canalisations exterieures 24, 25 et 27 des 
microfermenteurs 41-48 sont alors respectivement couplees a 
trois canalisations centrales 54, 55 et 57. Chacune des 

30 canalisations 25 est equipee d'une electrovanne 35. De 
meme, chacune des canalisations 24 est equipee d'une 
electrovanne 34. 

Les canalisations 27 peuvent etre equipees 
d'electrovannes pour permettre des prelevements 

35 automatiques. La canalisation 57, sur laquelle convergent les 
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canalisations 27, debouche dans une bonbonne 52 d'effluents 
destinee a contenir des dechets 53. 

La nourrice du milieu de culture 15, sous pression, 
comprend un recipient 51 clos par un bouchon 59 et alimente 
5 en air ou gaz sterile 18 par une canalisation 58 traversant le 
bouchon 59 et debouchant au fond du recipient 51. La 
canalisation 55 traverse le bouchon 59 et arrive au fond du 
recipient 51. Ce dispositif permet d'ajuster la pression 
regnant au fond de la nourrice. Cette pression est egale a la 

10 pression du gaz de la canalisation 58, quelle que soit la 
hauteur de liquide (vase de Mariotte). 

Les canalisations 23-27, 33, 36, 37, 54, 55 et 57 sont 
preferentiellement raccordees au moyen de connecteurs 200, 
representes sur la Figure 8 et detailles ci-apres. 

15 Le connecteur 200 comprend: 

• une partie male 201 (Figures 4 et 5) reliee a un premier 
tuyau 211 constituant une des canalisations et fermee par 
un premier bouchon 212, et 

• une partie femelle 202 (Figures 6 et 7) reliee a un second 
20 tuyau 214 constituant une autre des canalisations et 

fermee par un second bouchon 215. 
La partie male 201 comporte: 

• un corps 216 preferentiellement en metal inoxydable, 
branche au tuyau 211 par une partie pouvant etre 

25 legerement effilee 217, 

• un rebord interne 218, 

• une extremite 219 interne, 

• un fourreau 220, 

• un systeme de serrage a pas de vis 221 sous forme de 
30 bague, et 

• un joint 222 plat et rond perce en son centre. 

Le bouchon 212 de la partie male 201 a un fond muni 
d'un joint 223 plat et rond, et une extremite 225 pourvue d'un 
filetage exterieur qui lui permet de se visser avec le systeme 
35 de serrage 221 . 
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La partie femelle 202 comporte: 

• un corps 230 preferentiellement en metal inoxydable, 
branche au tuyau 214 par une partie pouvant etre 
legerement effilee 231, 

5 • un rebord interne 232, 

• une extremite 233 interne, 

• un fourreau 234 ayant une extremite 237. pourvue d'un 
filetage exterieur, et 

• un joint 235 plat et rond perce en son centre. 

10 Le bouchon 215 de la partie femelle 202 a un fond muni 

d un joint plat 236 et une extremite 238 pourvue d'un filetage 
interieur qui lui permet de se visser sur I'extremite 237 
externe du fourreau 234. 

Avant la connexion, les parties male 201 et femelle 202, 
15 branchees respectivement aux tuyaux 211 et 214 et munies 
de leurs bouchons 212 et 215 respectifs, sont sterilises, par 
exemple a la vapeur. 

La connexion s'effectue de la maniere suivante: 

• on devisse les bouchons 212 et 215 des parties male 201 
20 et femelle 202 sans les oter; 

• puis, en se placant au-dessus d'une flamme, on oriente 
vers le bas les extremites 219 et 233 des parties male 201 
et femelle 202; cela a pour consequence de faire tomber 
les deux bouchons 212 et 215; 

25 • on passe ensuite rapidement les fourreaux 220 et 234 a la 
flamme; 

• on introduit la partie male 201 dans la partie femelle 202 
jusqu'a ce que I'extremite 219 soit en contact avec le joint 
235 et que I'extremite 233 soit au contact avec le joint 222; 

30 et 

• on visse le systeme de serrage 221 sur le filetage de 
I'extremite 238 du fourreau 234. 

On obtient ainsi le connecteur 200, offrant une 
connexion etanche et fiable, avec protection par les 
35 fourreaux 220 et 234 comme represents sur la Figure 8. 
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Les emetteurs 3, photorecepteurs 4, unite de 
commande 6, et de regulation 7 ainsi que les electrovannes 
34 et 35, associes respectivement aux microfermenteurs 41- 
48 sont relies a une unite de traitement 5 qui contient une 
5 unite centrale 8 composee d'un micro-ordinateur couple a un 
systeme dlnterfapage analogique/numerique et numerique/- 
analogique. 

Un premier schema de realisation electronique 
particulier d'un appareil de mesure de turbidite, represents 
10 sur la Figure 9, est applicable a un microfermenteur isole ou 
a un microfermenteur d'une batterie. 

Dans le schema electronique, la masse est designee 
par la reference 80 et les amplificateurs operationnels ont 
leurs bornes d'entree negative et positive et leur borne de 
15 sortie respectivement referencees A, B et C. 

L'alimentation, symetrique, est preferentiellement 
stabilisee et regulee, a une tension +V egale a + 12 Volts 
et - V egale a -12 Volts. 

De plus, toutes les resistances fixes sont a titre 
20 d'exemple a couche metallique 1/4 w et les condensateurs 
sont non polarises. On donne par ailleurs les valeurs des 
resistances ajustables et des potentiometres pour 10 tours - 
1/2 W. 

L'emetteur 3 comprend une diode electroluminescente 
25 73 ou LED a infrarouge, et le photorecepteur 4 comprend un 
phototransistor 74 du type Darlington. Ce phototransistor 74 
est muni d f un condensateur C1 de 0,1 pF, servant a eviter les 
oscillations. 

Le bloc de commande 6 comprend un amplificateur 
30 operationnel 81, dont Tentree positive B re(?oit une tension 
commandee et dont I'entree negative A est reliee a la masse 
80 par la resistance R1. La sortie C de I'amplificateur 81 
commande, par le biais d'un transistor 87 jouant le role 
d'organe tampon ou buffer, Tintensite de courant 11 
35 traversant la diode 73, et par consequent I'intensite du 
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faisceau 11 emis. Le gain de l'amplificateur 81 est fixe a 2 
par des resistances R1 et R3 de 1 kQ chacune. Le bloc de 
commande 6 comprend egalement une resistance R5 de 
90,9 Q, aux bornes de laquelle on mesure la tension U1. 
5 Cette resistance R5 remplit une fonction de conversion 
courant/tension et limite le courant maximal traversant la 
diode 73 a 100mA. 

Le bloc de commande 6 comprend egalement deux 
resistances R2 et R4 valant respectivement 1 kQ et 100 Q. 

10 L'unite de regulation par retroaction 7 comprend une 

resistance R6 de 1 kQ, qui transforme I'intensite 12 sortant du 
phototransistor 74 en la tension U2. L'unite de regulation par 
retroaction 7 comprend egalement un amplificateur 
operationnel 82, dont I'entree negative A re^oit cette tension 

15 U2, dont I'entree positive B report la valeur de consigne V2 et 
dont la sortie C est reliee a I'entree positive B de 
I'amplificateur 81 du bloc de commande 6. Le gain de 
ramplificateur 82 est tres grand du fait qu'il n'y a pas de 
resistance de contre-reaction, d'ou une grande sensibilite aux 

20 variations de I'intensite du faisceau transmis 12, entrainant 
une grande efficacite du retrocontrole. L'amplificateur 82 est 
muni d'un condensateur C2 de 1 |jF, qui sert a eviter des 
oscillations. 

L'unite de regulation 7 comporte aussi une resistance 
25 R7, reliee a I'entree positive B de l'amplificateur 82, valant 1 

kQ. 

Dans I'exemple illustre, l'unite de traitement 5 est 
constitue, d'une part, d'un etage 72 convertisseur 
courant/tension qui le relie a l'unite 7, d'un etage 71 

30 convertisseur tension/courant qui le relie a l'unite 6 et d'autre 
part, d'une unite centrale 8 constitute d'un micro-ordinateur 
muni d'une interface de conversion analogique/numerique, 
numerique/analogique communiquant par boucle de courant 
4-20 mA. Ce dernier type de communication par boucle de 

35 courant rend les etages 71 et 72 necessaires. Un systeme 
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informatique muni d'une carte de conversion travaillant 
directement en tension permet de se passer des etages 71 et 

72. 

L'etage convertisseur 71 repose sur I'utilisation d'un 
5 amplificateur operationnel 83, dont I'entree positive B regoit 
la tension U1, et sur un circuit convertisseur 84 
tension/courant, dont I'entree est reiiee a la sortie C de 
I'amplificateur 83. L'etage convertisseur 71 comporte 
egalement des resistances R8-R12 valant respectivement 

10 2,43 kQ, 2,43 kQ, 1 kQ, 1 kQ et 2,25 kQ. II comporte aussi un 
potentiometre P1 de 200 Q, une resistance ajustable P2 de 
50 Q et un condensateur C3 de 1 pF. 

L'etage convertisseur 72 repose sur I'utilisation de deux 
amplificateurs operationnels 85 et 86. L'entree positive B de 

15 I'amplificateur 85 re?oit une tension de I'unite centrale 8, 
representative de ia valeur de consigne V2. La sortie C de 
I'amplificateur 85 est reiiee a I'entree positive B de 
I'amplificateur 86 et la sortie C de I'amplificateur 86 est reiiee 
a I'entree positive B de I'amplificateur 82 de I'unite de 

20 regulation par retroaction 7. Ainsi, I'unite de traitement 5 
envoie la valeur de consigne V2 a I'unite de regulation par 
retroaction 7, ce qui lui permet, le cas echeant, de donner un 
ordre de changement de gamme de mesure. 

L'etage convertisseur 72 comporte egalement des 

25 resistances R13-R20, les resistances R14-R16, R19 et R20 
valant 1 kQ, et les resistances R13, R17 et R18 valant 
respectivement 250 Q, 1,3 kQ, et 1,82 kQ. L'etage 
convertisseur 72 comprend aussi un potentiometre P3 de 500 
Q, une resistance ajustable P4 de 1 kQ et des condensateurs 

30 C4 et C5 de 1 pF chacun. 

L'unite de traitement 5 comporte avantageusement une 
unite de commande, destinee a commander Touverture et la 
fermeture d'electrovannes en nombre variable disposees sur 
les circuits d'arrivee du milieu de culture 15 et aussi d'air ou 

35 de gaz steriles 14. A titre d'exemple, l'unite de traitement 5 
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agit sur les electrovannes 34 et 35 des microfermenteurs 41- 
48 par I'intermediaire respectivement de systemes de 
commande 91-98. 

En guise d'exemple de realisation, la diode 73 et le 
5 phototransistor 74 dont le constructeur est la societe 
Honeywell, sont du type respectivement commercialise sous 
les noms SE5470-003 et SD5410-002 et les amplificateurs 
operationnels 81, 82, 83, 85, 86 sont fabriques et 
commercialises, sous le nom LM358A par la societe National 
10 Semi Conducteurs (NSC). Le circuit converttsseur 84 est du 
type 2B20A et est fabrique par la societe Analog Devices 
(AD) tandis que le transistor 87 est commercialise sous la 
reference 2N2222. 

Selon un deuxieme schema de realisation electronique 
15 (Figure 10), on s'affranchit des etages 71 et 72 au moyen 
d'une carte electronique, qui effectue directement les 
conversions analogique/numerique et numerique/analogique 
et communique les resultats et les ordres sous forme 
numerique via un bus de communication. 
20 La tension U1 aux bornes de la resistance R5 est alors 

transmise a la carte sous forme de signal analogique par un 
point PT1 de sortie. De plus, I'entree positive B de 
Tamplificateur operationnel 82 est reliee a la carte par 
I'intermediaire de la resistance R7, par un point PT2 d'entree. 
25 La carte communique ainsi sous forme analogique a I'unite 
de regulation 7 la valeur de consigne V2. 

Selon un troisieme schema de realisation electronique 
(Figure 11), variante du deuxieme schema, I'entree negative 
A de Tamplificateur operationnel 82 est egalement reliee a la 
30 carte, par un point PT3 de controle. Ce point PT3, qui permet 
de transmettre ta valeur de la tension U2 ( est destine a 
verifier le bon fonctionnement de I'ajustement de tension et 
de la retroaction. II rend ainsi possible, par reperage des 
differences entre les tensions U2 et V2, un controle global de 
35 tous les elements de la chaine. 
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Preferentiellement, tous les composants du bloc de 
commande 6 et de I'unite de regulation 7 sont implantes sur 
une carte electronique. 

Avantageusement, plusieurs cartes sont integrees dans 
un boTtier, dont une carte d'initialisation specifique. 

En fonctionnement, il est interessant de proceder de !a 
maniere decrite ci-apres pour Tun quelconque des 
microfermenteurs 41-48 de la batterie 40, les 
microfermenteurs etant independants les uns des autres car 
pilotes par un programme informatique distinct. A intervalles 
reguliers, un compteur de temps se met en route et quand le 
temps est egal a une valeur fixee, les evenements suivants 
sont declenches: 

• Un signal est envoye par le programme de I'unite 
centrale 8 qui declenche ainsi, par le biais d'un relais 
(systemes de commande 91-98), I'electrovanne 34; 
celle-ci interrompt le passage de Tair ou du gaz 
steriles dans les microfermenteurs 41-48 afin de ne 
plus provoquer de bulles, source d'erreurs dans les 
mesures. 

• Grace au programme, la valeur de consigne V2 est 
injectee dans Tunite de regulation par retroaction 7. 

• La valeur de consigne V2 etant fixee, Tunite de 
regulation par retroaction 7, fonctionnant de maniere 
autonome, ajuste la tension U1 pour emettre la 
quantite exacte de lumiere qui, apres passage a 
travers le tube 2, provoque Tapparition d'une tension 
U2 egale a la valeur de consigne V2 et 
proportionnelle au courant 12 traversant le 
photorecepteur 4. 

• La valeur de la tension U1 est convertie en valeur 
digitale et enregistree par le programme. 

• Le couple emetteur 3 - photorecepteur 4 est mis en 
repos. 
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• L'arret de I'electrovanne 34 retablit Taeration ou le 
passage de gaz. 

• Le compteur de temps est remis a zero. 

• Si la valeur de U1 mesuree ne depasse pas certains 
5 seuils fixes, le programme calcule la valeur de 

turbidite T correspondante, en utilisant une equation 
determinee anterieurement de maniere empirique. A 
chaque valeur de consigne V2, correspond une 
equation par exemple de la forme: 
10 T = axU1 3 + bxU1 2 + cxU1+d, 

ou les coefficients a, b, c et d ont ete determines 
experimentalement pour la valeur de V2. 

• Le cycle recommence. 

• Si la valeur de U1 mesuree depasse le seuil fixe, 
15 alors une valeur de consigne V2 plus basse est 

choisie et le compteur de temps est increments 
artificiellement afin de refaire aussitot une mesure 
avec ce nouveau parametre, puis la turbidite T est 
calculee. 

20 • Le cycle recommence. 

Les valeurs de la turbidite T sont affichees sur I'ecran 
du micro-ordinateur de Tunite centrale 8, ce qui permet de 
suivre revolution de la culture au cours du temps. De plus, 
ces valeurs sont archivees dans un fichier, afin de traiter les 

25 donnees ulterieurement, par exemple avec un tableur. 

Dans une variante de realisation et de mise en 
oeuvre, on effectue des mesures en rafales. L'utilisation de 
I'electrovanne 34 devient alors inutile. 

II est interessant que le dispositif precedemment 

30 decrit soit utilise pour automatiser les cultures cycliques. 
Dans une mise en oeuvre avantageuse, un algorithme de 
controle determine Taccroissement de population des cellules 
en faisant un calcul de regression lineaire sur les n dernieres 
valeurs de turbidite T mesurees, n pouvant etre reglable. La 

35 pente de la droite de regression obtenue est calculee: si elle 
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est inferieure ou egale a une valeur fixee, Taccroissement de 
population est considere comme nul et un compteur de temps 
se met en route. Si la culture se remet a croTtre, par exemple 
apres une phase de diauxie, le compteur est remis a zero. 
5 Quand le compteur atteint une valeur fixee, le programme de 
I'unite centrale 8 declenche I'ouverture de I'electrovanne 35 
concernee, via ies interfaces, ce qui permet une alimentation 
en milieu de culture frais pendant un temps determine, afin 
de faire une dilution exponentielle. Puis, Ies cycles de 

10 mesure recommencent. 

Nous exposons ci-apres divers resultats obtenus au 
moyen d'un microfermenteur equipe d'un appareil de mesure 
de turbidite conforme a la description precedente. Des 
courbes de croissance ont ete obtenues a partir de souches 

15 de levure Saccharomyces cerevisiae cultivees en milieu 
complexe YPD a 30°C. Les resultats obtenus, representes sur 
Ies Figures 13 a 15, montrent une grande homogeneite des 
valeurs, c'est-a-dire tres peu de dispersion, et des 
differences de Tordre de 2% par rapport a des mesures 

20 effectuees en parallele avec un spectrophotometre, sur des 
prelevements de ces cultures. En raison de sa fiabilite, 
i'appareil de mesure de turbidite permet done de comparer 
tres aisement les croissances des souches. 

De maniere generale, les courbes de croissances, qui 

25 donnent la turbidite T en fonction du temps, comportent 
chacune une partie 131 avec un taux eleve (pente forte) de 
croissance suivie d'une partie 132 a taux de croissance faible 
(pente faible), separees par un plateau 133. Ainsi, les 
courbes de culture des souches sauvages FY23, FY73 et 

30 FY1679, referencees respectivement 123, 124 et 125 et 
tracees sur la Figure 13 selon un axe 63 de temps (en 
heures) et I'axe 61 de turbidite T (en unites de DO), ont 
respectivement des parties a forts taux de croissance 131A, 
131B et 131C, des parties a faibles taux de croissance 132A, 



5DOCID: <WO 9927349A1 JA> 



WO 99/27349 




PCT/FR98/02542 



132B et 132C et des plateaux de transition 133A, 133B et 
133C. 

La comparaison de ces courbes de croissance 123- 
125 montre que la souche FY73, apres avoir consomme tout 
5 le glucose du milieu, pousse tres lentement sur Tethanol 
produit par fermentation du glucose. En revanche, les 
souches FY23 et FY1679 ont une croissance plus rapide sur 
ethanol (parties a pentes faibles 132A et 132C). De plus, les 
plateaux 133B et 133C de diauxie des souches FY73 et 
10 FY1679 sont inities a une turbidite plus basse (a 12,8 unites 
de DO) que le plateau 133A de la souche FY23 (a 14,8 unites 
de DO). 

D'autres resultats, representes sur la Figure 14 selon 
I'axe 63 de temps en heures et un axe 64 donnant le 

15 logarithme neperien de la turbidite T (InDO), represented les 
courbes de croissance 127 et 128, respectivement, du mutant 
FYBL2-5D/Dn049 et de la souche FY23. Les courbes 127 et 
128 comportent respectivement des parties a fort taux de 
croissance 131D et 131E, des parties a faible taux de 

20 croissance 132D et 132E et des plateaux de transition 133D 
et 133E. On constate que la souche FY23 a un taux de 
croissance egal a 0,545 h"\ qui est presque le double du 
taux de croissance de la souche FYBL2-5D/Dn049, egal 
0,286 h~ 1 . 

25 Une courbe de croissance 129 d'une culture cyclique de 

FY1679 dont les dilutions sont completement pilotees par 
micro-ordinateur, representee sur la Figure 15, comporte une 
succession de cycles 141-143 similaires. Chacun de ces 
cycles inclut une partie a fort taux de croissance 131 et une 

30 partie a faible taux de croissance 132, separees par un 
plateau de transition 133. La dilution est declenchee en un 
point de dilution 135, 24 heures apres le debut de la culture. 
La dilution peut etre egalement declenchee lorsque le taux de 
croissance est devenu quasi-nul, ou apres une certaine duree 

35 de phase stationnaire de la culture. 
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Dans un autre mode de realisation, Tappareil de mesure 
comprend: 

- un couple emetteur/recepteur de lumiere integre a 
I'appareil, 

5 - un dispositif d T interfa?age comportant un bus de 

circulation de donnees entre un dispositif de traiternent 
automatise des donnees et un ou plusieurs boitiers de 
mesure, et de relais, 

- un dispositif de traiternent automatise des donnees, 
10 tel qu'un micro-ordinateur, muni de cartes electroniques 

permettant de commander le flux de donnees au sein du bus 
de donnees et d'une carte electronique ou d'un logiciel 
capable de traiter mathematiquement les donnees collectees. 
Le ou les boitier(s) de mesure comprennent 
15 avantageusement chacun une ou plusieurs cartes de relais, 
destinees a activer des electrovannes, et une ou plusieurs 
cartes de mesure. Ces dernieres comportent: 

- un systeme de mesure relie a I'emetteur et au 
recepteur, et 

20 - un convertisseur digital/analogique permettant de 

traiter les donnees venant du bus et ainsi de fixer une 
tension adequate a appliquer a I'emetteur afin de maintenir la 
tension de reference du recepteur. 

Avantageusement, un boTtier de mesure comprend, par 

25 exemple, dix cartes de mesure et cinq cartes de relais 
chacune des cartes de mesure etant reliee a un 
microfermenteur et les cartes de relais etant reliees aux 
electrovannes. 
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R EVEN D1C ATIONS 
1. Appareil de mesure cTau moins une propriete optique 
(T, A, F) d'un milieu (1), comprenant: 

- une source de lumiere (3) destinee a emettre un 
5 faisceau lumineux (11) d'intensite variable vers et dans le 

milieu (1), 

- des moyens de detection (4) destines a mesurer 
Tintensite du faisceau renvoye (12) par le milieu (1), 

- des moyens de commande (6) de Tintensite du 
10 faisceau emis (11) par la source (3), 

- des moyens de stockage destines a stocker une valeur 
representative (V2) d'une intensite nominale du faisceau 
renvoye (12), 

- un systeme de regulation par retroaction (7) relie aux 
15 moyens de commande (6), aux moyens de detection (4) et 

aux moyens de stockage, agissant sur les moyens de 
commande (6) de fagon a ce que Tintensite mesuree du 
faisceau renvoye (12) soit egale a Tintensite nominale, et 

- des moyens de lecture de Tintensite du faisceau emis 
20 (11), pour ladite intensite nominale du faisceau renvoye (12), 

lesdites intensites du faisceau emis (11) et nominale du 
faisceau renvoye (12) etant representatives de ladite au 
moins une propriete optique (T, A, F) du milieu (1), 
caracterise en ce que ledit appareil comprend des moyens 

25 d'ajustement de Tintensite nominale, relies auxdits moyens 
de lecture et de stockage, destines a ajuster Tintensite 
nominale de fa?on que Tintensite stabilisee du faisceau emis 
(11) soit incluse dans une plage predeterminee. 

2. Appareil de mesure selon la revendication 1, 

30 caracterise en ce que les moyens de stockage sont destines 
a stocker une intensite de saturation et en ce que les moyens 
d'ajustement regulent Tintensite nominale a une valeur 
moindre lorsque Tintensite stabilisee du faisceau emis (11) 
est superieure a Tintensite de saturation. 
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3. Appareil de mesure selon Tune des revendications 1 
ou 2, caracterise en ce que la source de lumiere (3) et/ou les 
moyens de detection (4) sont destines a mesurer Tintensite 
du faisceau renvoye (12) autour d'au moins une longueur 
5 d'onde, chacune desdites au moins une propriete optique (T, 
A, F) du milieu (1) correspondant a Tune desdites au moins 
une longueur d'onde. 

4. Appareil de mesure selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que lesdites au moins 

10 une propriete optique du milieu (1) comprennent la turbidite 
(T) du milieu (1 ). 

5. Appareil de mesure selon la revendication 4, 
caracterise en ce que la source de lumiere (3) et/ou les 
moyens de detection (4) sont destines a des mesures en 

15 infrarouge. 

6. Appareil de mesure selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que ladite au moins 
une propriete optique du milieu (1) comprend I'absorbance 
(A) du milieu (1). 

20 7. Appareil de mesure selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 3, caracterise en ce que ladite au moins 
une propriete optique du milieu (1) comprend la fluorescence 
(F) du milieu (1). 

8. Appareil de mesure selon Tune quelconque des 

25 revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il comprend une 
unite de traitement (5) reliee aux moyens de commande (6) et 
de regulation par retroaction (7) et comportant les moyens de 
stockage, les moyens de stockage etant destines a stocker 
au moins une equation determinee par une courbe 

30 d'etalonnage (101-117) donnant ladite au moins une 
propriete optique (T, A, F) du milieu (1) en fonction de 
Tintensite du faisceau emis (11) pour respectivement au 
moins une valeur de Tintensite du faisceau renvoye (12), et 
en ce que Tunite de traitement extrait ladite au moins une 

35 propriete optique (T, A, F) du milieu (1) a partir de Tintensite 
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stabilisee du faisceau emis (11) pour une desdites valeurs de 
I'intensite nominale, d'une part, et de Tequation 
correspondant a ladite valeur de I'intensite nominale, d'autre 
part. 

5 9. Appareil de mesure selon la revendication 8, 

caracterise en ce que Tunite de traitement (5) comprend une 
unite centrale (8) et au moins une carte de conversion 
analogique/numerique et numerique/analogique, couplant 
Tunite centrale (8) au moyens de commande (6) et aux 
10 moyens de regulation (7). 

10. Appareil de mesure selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il comporte 
une horloge, des moyens d'enregistrement dans les moyens 
de stockage de valeurs representatives (V1, T, A, F) de ladite 

15 au moins une propriete optique du milieu (1), ainsi que des 
moyens d activation repetee du systeme de regulation par 
retroaction (7) et des moyens d'enregistrement. 

11. Appareil de mesure selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que le systeme 

20 de regulation par retroaction (7) et les moyens de commande 
(6) sont tels que legalisation de I'intensite mesuree et de 
I'intensite nominale du faisceau renvoye (12) est obtenue de 
maniere continue. 

12. Microfermenteur (20, 41-48) caracterise en ce qu'il 
25 est muni d'un appareil de mesure selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 11. 

13. Microfermenteur selon la revendication 12, 
caracterise en ce qu'il comprend: 

- un tube (2) ferme par un bouchon (22), destine a 
30 contenir une culture (1), 

- une premiere canalisation (23, 24, 25, 33, 54, 55) 
destinee a injecter de I'air ou du gaz steriles (14) et du milieu 
de culture (15) dans la culture (1), et 

- une seconde canalisation (27, 37, 57), destinee a 
35 recuperer des effluents (17), 
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le tube (2) et toutes les canalisations (23-27, 33, 36, 37, 54, 
55, 57) etant sous pression. 

14. Microfermenteur selon Tune des revendications 12 
ou 13, caracterise en ce qu'il comprend un systeme de 

5 dilution destine a diluer une culture et en ce que I'appareil de 
mesure comprend une horloge et une unite de traitement 
informatique (5) reliee au systeme de dilution, I'unite de 
traitement declenchant cycliquement le systeme de dilution. 

1 5. Microfermenteur selon la revendication 14, 
10 caracterise en ce que I'unite de traitement informatique (5) 

active de maniere repetee le systeme de regulation par 
retroaction (7), enregistre dans les moyens de stockage des 
valeurs representatives (V1, T, A, F) de ladite au moins une 
propriete optique, et declenche le systeme de dilution 
15 lorsqu'elle constate sur une pluralite des dernieres valeurs 
enregistrees une stagnation de ladite au moins une propriete 
optique (T, A, F) du milieu (1). 

16. Microfermenteur selon Tune quelconque des 
revendications 12 a 15, caracterise en ce que les 

20 canalisations (23-27, 33, 36, 37, 54, 55, 57) sont raccordees 
au moyen de connecteurs (200) comportant chacun une 
partie male (201) reliee a une premiere (211) des 
canalisations, une partie femelle (202) reliee a une deuxieme 
(214) des canalisations et des moyens de connexion (221, 

25 237) de la partie male (201) a la partie femelle (202), 
chacune desdites parties male (201 ) et femelle (202) 
comprenant: 

• une extremite (219, 233) allongee et creuse reliee a ladite 
canalisation (211, 214) correspondant a ladite partie (201, 

30 202) et communiquant avec ladite canalisation, et 

• un fourreau (220, 234) allonge, entourant ladite extremite 
(219, 233) et relie a ladite canalisation (211, 214), 
Textremite (219) de la partie male (201) etant introduite 
dans I'extremite (233) de la partie femelle (202), le 

35 fourreau (220) de I'une des parties (201) etant introduit 
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dans le fourreau (234) de Tautre partie (202) et lesdits 
fourreaux (220, 234) etant fixes Tun a Tautre par les 
moyens de connexion (221, 237). 

1 7. Microfermenteur selon la revendication 16, 
5 caracterise en ce que le fourreau (220) de la partie male 

(201) est introduit dans le fourreau (234) de la partie femelle 

(202) . 

18. Microfermenteur selon Tune des revendications 16 
ou 17, caracterise en ce que les moyens de connexion (221, 

10 237) comprennent une bague de serrage (221) reliee a la 
canalisation (211) correspondant au fourreau (220) recepteur 
et un systeme de fixation (237) prevu sur le fourreau (234) 
introduit dans le fourreau (220) recepteur et cooperant avec 
ladite bague (221). 

15 19. Connecteur (200) conforme a Tune quelconque des 

revendications 16 a 18. 

20. Partie male (201) ou femelle (202) conforme a Tune 
quelconque des revendications 16 a 18. 

21. Procede de mesure d'au moins une propriete 
20 optique (T, A, F) d'un milieu (1), dans lequel: 

- on emet un faisceau lumineux (11) d'intensite variable 
vers le milieu (1), et 

- on mesure Tintensite du faisceau renvoye (12) par le 

milieu (1), 

25 - on ajuste Tintensite du faisceau emis (11) de fagon a 

ce que Tintensite du faisceau renvoy6 (12) soit egale a une 
intensite nominale fixee, 

- on lit Tintensite stabilisee du faisceau emis (11) ainsi 

obtenue, et 

30 - on rapporte une valeur representative de Tintensite 

stabilisee a une equation determinee par une courbe (101- 
117) donnant ladite au moins une propriete optique (T, A, F) 
en fonction de la valeur representative de Tintensite 
stabilisee du faisceau emis (11) pour ladite intensite 
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nominale du faisceau renvoye (12), de fa?on a extraire ladite 
au moins une propriete optique (T, A, F) du milieu (1), 
caracterise en ce qu'on ajuste I'intensite nominale de fa?on 
que I'intensite stabilisee du faisceau emis (11) soit incluse 
5 dans une plage predeterminee. 
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